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La  cosecha  y  comercialización  del  brócoli  se  realiza  en momentos  en  que  la 
inflorescencia se encuentra en pleno desarrollo. La separación de  la  inflorescencia de 
la planta madre detiene el suministro de agua, hidratos de carbono provenientes de la 




se destaca  la ocurrencia de un amarilleamiento de  la  inflorescencia, consecuencia del 
inicio  del  catabolismo  de  las  clorofilas.  Se  produce  degradación  de  proteínas, 
disminución  del  nivel  de  azúcares  solubles  y  de  reserva  como  el  almidón,  lo  que 
conlleva al  inicio de nuevas vías de obtención de energía como  la proveniente de  los 




la variación existente en el  contenido de  los mismos en  la planta a  lo  largo del día, 
dependiente de los ciclos de luz/oscuridad, en el presente trabajo de tesis doctoral se 
estudió  el  efecto  de  la  cosecha  a  diferentes  horas  del  día  (8,  13  y  18  h)  sobre  la 
senescencia postcosecha.  Se encontraron diferencias en el cambio de color, contenido 
de  clorofilas  y  de  azúcares  solubles,  así    como  también  en  la  expresión  de  genes 
relacionados  al  catabolismo  de  clorofilas.  Las  muestras  cosechadas  a  la  tarde 
mantuvieron mayores contenidos de clorofila,  lo que se  reflejó en el mantenimiento 
del  color  verde  por más  tiempo,  lo  que  correlacionó  con  una menor  expresión  de 
genes  relacionados a  la degradación de clorofila como BoCLH2, BoPPH y BoPaO. Las 
muestras  cosechadas  tardíamente  fueron  las  que  mostraron  mayores  niveles  de 
almidón  y  una  disminución  menos  marcada  en  el  nivel  de  azúcares  solubles.  La 
actividad de enzimas relacionadas tanto al catabolismo de sacarosa como de almidón 
fue  superior  en  las  muestras  cosechadas  a  las  18  h  sólo  en  el  día  inicial,  y  se 
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glucosa y  sacarosa en brócolis cosechados por  la mañana. Se halló que  las muestras 
tratadas  mantuvieron  un  nivel  de  azúcares  más  alto  hacia  el  final  del  período 
postcosecha, manteniendo  el  color  verde  por más  tiempo,  a  la  vez  que  retuvieron 
mayores niveles de clorofilas, contenido de fenoles y antioxidantes. 
Se  estudiaron  también  diferentes  métodos  aplicados  en  postcosecha  para 
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Contenido de azúcares y actividades invertasa, sacarosa sintasa y β‐amilasa en 






















de  desarrollo,  perteneciente  a  la  familia  de  las  Brassicaceae,  anteriormente 





  Subdivisión:       Angiospermas 
  Clase:       Dicotiledónea 
  Orden:      Brasicales 
  Familia:        Brasicáceas 
  Género:        Brassica 
  Especie:        oleracea 
  Variedad:       Italica 
  Nombre trinomial:     Brassica oleracea L. var. itálica 
 








la  especie.  La  raíz  es  pivotante  con  raíces  secundarias  y  superficiales.  El  órgano  de 
interés, es  la  inflorescencia  inmadura (pella), de color verde debido a  los sépalos que 

























de  una  especie  silvestre  común  con  las  coles  y  coliflores,  donde  se  la  comenzó  a 
seleccionar  por  características  especiales  al menos  2500  años  atrás  (Babula  y  col., 
2007). 
Durante la época de dominio del Imperio Romano, esta hierba llegaría hasta la 
Península  Itálica donde  fue  cultivada para  consumo. Pero  sería mucho más  tarde,  a 





























la  década  de  los  ’80  indican  sólo  0,5  kg/habitante/año;  pero  durante  el  periodo 
1990/95  los  volúmenes  históricos  de  ingreso  al Mercado  Central  de  Buenos  Aires 
crecieron un 265%, con un volumen de 2285,4 Tn en 1995  (Stoppani y col., 2000), y 



































elevado;  al  igual  que  su  contenido  de minerales,  particularmente  calcio,  fósforo  e 






El  brócoli  se  caracteriza  por  poseer  altos  contenidos  de  glucosinolatos,  
compuestos del metabolismo secundario con S y N en su estructura. Los glucosinolatos 
son glucósidos que se encuentran  localizados en vacuolas. Ante un daño en  la planta 
(corte provocado por un  insecto por ejemplo)  los glucosinolatos son  liberados de  las 
vacuolas y se ponen en contacto con la enzima mirosinasa localizada en el citoplasma. 
La mirosinasa cataliza  la hidrolisis del azúcar generando un compuesto  inestable que 
se  descompone  en  diversos  volátiles,  cuya  función  es  repeler  insectos.  Entre  estos  
volátiles se encuentran los isotiocianatos, metabolitos con capacidad anticarcinogénica 
particularmente  activos  frente  a  cáncer  de  colon/recto  y  próstata  (Farnham  y  col., 
2004; Hayes y col., 2008).  
En  brócoli,  el  glucosinolato  más  abundante  es  la  glucorafanina,  cuyas 
concentraciones son variables entre distintos genotipos (Kushad y col., 1999; Li y col., 




disminuyen generalmente durante  la postcosecha, debido a  la pérdida de  integridad 
de  las  membranas  durante  la  senescencia,  lo  que  provoca  la  mezcla  de  los 
glucosinlatos  con  la  mirosinasa.  Por  ello,  el  almacenamiento  en  frío  y  una  alta 
humedad relativa (98‐100 %), así como  las atmósferas controladas (CA) o atmósferas 






















de  otoño  e  invierno.  Para  un  desarrollo  normal  de  la  planta  es  necesario  que  las 
temperaturas  durante  la  fase  de  crecimiento  oscilen  entre  20  y  24  °C;  para  poder 
iniciar la fase de inducción floral necesita entre 10 y 15 °C durante varias horas del día. 
En zonas donde  las temperaturas bajan excesivamente, se cultivan variedades 























nutrientes  almacenados  en  los  tejidos durante  el desarrollo, para  ser  transferidos  a 
otras partes de la planta. En consecuencia, el principal propósito de la senescencia en 
las plantas es la removilización y reciclado de nutrientes. La etapa final de este proceso 
es  la muerte del órgano en  cuestión, aunque  la misma es activamente  retrasada de 
modo  tal  que  la  planta  logre  reciclar  la  máxima  cantidad  posible  de  nutrientes 
(Buchanan‐Wollaston y col., 2003).   
Los vegetales que son cosechados cuando su desarrollo no está completo o su 
crecimiento  no  ha  finalizado,  están  sujetos  a  un  estrés  considerable  debido  a  la 
abrupta disrupción en el  suministro de energía, nutrientes y hormonas. Por ello, un 
producto como el brócoli sufre una rápida senescencia durante su almacenamiento y 
tiene  una  vida  útil muy  corta. Muchos  de  los  cambios  observados  en  los  vegetales 
verdes  durante  el  almacenamiento,  como  pérdida  de  clorofila,  deterioro  de  la 
estructura celular y finalmente, muerte celular, muestran similitudes con  los cambios 




similares a  los del brócoli en postcosecha,  lo que  indica que en ambos casos estarían 
involucradas las mismas rutas metabólicas que conducen a la senescencia. 
La  senescencia  puede  ocurrir  naturalmente  cuando  un  órgano  o  la  planta 
entera  ingresan  en  una  determinada  etapa  fisiológica  o  puede  ser  inducida 
prematuramente debido a condiciones ambientales adversas, entre  las que se cuenta 
la cosecha del vegetal. El proceso de senescencia se encuentra finalmente regulado de 








tilacoidales  debe  ser  rápidamente  degradada  para  evitar  su  fotoactividad  y 
consecuente  generación  de  radicales  libres  y  lesión  tisular.  Se  ha  postulado  que  la 
primera  reacción  es  la  eliminación  del  fitol  catalizada  por  la  clorofilasa. 
Posteriormente, se produce la remoción del ión central de Mg2+ por la Mg dequelatasa 
(MDS) para generar feofórbido (Hörtensteiner, 2006). Sin embargo, recientemente se 




que cliva el  feofórbido para producir RCCs  (Red Chlorophyll Catabolites),  logrando de 













Se cree que el rol primario de  las proteasas durante  la senescencia de  la planta es  la 




Degradación  de  lípidos.  Durante  la  senescencia  hay  una  disminución  en  la 
integridad estructural y  funcional de  las membranas celulares,  lo que es el  resultado 
del metabolismo acelerado de los lípidos de membrana (Thompson y col., 1998). En el 
momento  de  senectud  de  la  hoja,  el  suministro  de  hidratos  de  carbono  se  ve 
disminuido  por  el  desmantelamiento  del  aparato  fotosintético  y  ante  la  escasez  de 
producción de azúcares,    toma  importancia  la vía del glioxilato para  la obtención de 
energía necesaria para  las  restantes  reacciones  catabólicas.  Los  genes que  codifican 
enzimas  como  fosfolipasas, ácido  fosfatídico  fosfatasa, y  todas aquellas  involucradas 
en  la  beta‐oxidación  de  los  ácidos  grasos  aumentan  su  expresión  durante  la 












aplicaciones  exógenas  de  estas  hormonas,  o  en  plantas  transgénicas  con  niveles 
aumentados de citocininas endógenas. En ambos casos,  las  inflorescencias de brócoli 
se mantienen  verdes  y  no  presentan  síntomas  de  senescencia  por  un  tiempo más 
prolongado (Gan y Amasino, 1997). Se ha demostrado que si las cabezas de brócoli son 
sumergidas enteras en  soluciones de 6‐BAP durante  la postcosecha,  se produce una 
clara  inhibición  del  proceso  de  senescencia,  produciéndose  un  retraso  en  la 
degradación de proteínas y una  inhibición del  incremento de asparagina, glutamina y 
amoníaco (Downs y col., 1997). 
El  tratamiento  con  6‐BAP  en  brócoli  inhibe  la  actividad  clorofilasa,  Mg‐
dequelatasa  y  peroxidasa  y  el  aumento  de  la  expresión  de  genes  asociados  a  la 
degradación de clorofilas (Costa y col., 2005b; Büchert y col., 2011c)  
Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  plantas  expuestas  al  etileno  presentan 
senescencia  acelerada  (Pogson  y  col.,  1995).  La  producción  de  etileno  puede  ser 
suspendida,  inhibiendo  las  actividades  enzimáticas  de  ACS  (ácido  1‐
aminociclopropano‐1‐carboxilico  sintasa)  y  ACO  (ácido‐1‐aminociclopropano‐1‐
carboxilico  oxidasa),  generando  un  retraso  en  la  aparición  de  los  síntomas  de 
senescencia (Chen y col., 2008). 
Dentro de  los tratamientos químicos postcosecha se destacan fuertemente  las 
aplicaciones  de  1‐MCP  (1‐metil‐ciclopropeno).  Este  compuesto  es  un  bloqueador 
selectivo de  los  receptores de etileno,  y puede  ser utilizado  como  tratamiento para 
retrasar  la  senescencia  y  la  maduración  de  frutos  (Pogson  y  col.,  1995;  Gong  y 
Mattheis,  2003).  EL  1‐MCP  es  un  gas  y  actúa  ocupando  los  receptores  de  etileno, 
inhibiendo  por  lo  tanto  la  señalización  de  etileno  y  su  acción  (Blankenship  y  Dole, 
2003; Chen y col., 2008).  
Además  del  etileno  y  las  citocininas,  se  ha  demostrado  que  otras  hormonas 
participan  también en  la  regulación de  la  senescencia. El ácido  jasmónico y el ácido 










causa de  la senescencia acelerada, por  lo que si se  lo almacena a altas temperaturas 
(20  °C)  se  torna amarillo  luego de 3‐4 días  (King  y Morris, 1994). A esta pérdida de 
calidad visual se  le debe sumar  la disminución en el contenido de proteínas, hidratos 
de carbono y ácido ascórbico (Nishikawa y col., 2003; Costa y col., 2005a). Los niveles 
de  glucosinolatos  también  disminuyen  durante  la  postcosecha,  reduciendo  de  esta 
manera la calidad nutracéutica del producto (Jones y col., 2006). 
El  método  más  comúnmente  aceptado  para  conservar  el  brócoli  es  la 
refrigeración,  con  una  temperatura  cercana  a  1‐2  °C  y  humedad  relativa  de  95 %. 
Tambien se han evaluado estas estrategias alternativas para retrasar la senescencia de 
modo  de  complementar  los  beneficios  que  aporta  la  refrigeración.  En  este  sentido, 
diversos  tratamientos postcosecha,  tales como atmósferas modificadas  (Barth y col., 
1993), atmósferas controladas (Hurst y col., 1996), tratamientos térmicos (Tian y col., 
1997), radiación UV‐C  (Lemoine y col., 2007), aplicaciones de 1‐metilciclopropeno  (1‐





perecedero  en  una  atmósfera  que  ha  sido  modificada  logrando  una  composición 
diferente  a  la  de  aire  (Al‐Ati  y  Hotchkiss,  2003).  Se  diferencia  de  las  atmósferas 
controladas (AC) en que en éstas últimas la composición del gas que rodea el producto 
(N2, O2  y  CO2  principalmente)  es mantenido  en  un  valor  fijo mediante monitoreo  y 
adición  de  gases,  mientras  que  en  AM  la  composición  de  la  atmósfera  de 
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almacenamiento  no  está  estrictamente  controlada  (Rodriguez‐Aguilera  y  Oliveira, 
2009).  
La  atmósfera  dentro  del  envase  se  puede  modificar  pasivamente  por  la 
respiración del producto y la permeabilidad selectiva a los gases del film que lo rodea. 
La  variación en el  cambio  y  la  composición  final de  los gases en el envase depende 
tanto del producto como de  la permeabilidad del material de envasado. Esta  técnica 
de  AM  tiene  la  desventaja  de  que  puede  requerir  un  período  largo  de  tiempo  de 
almacenamiento para alcanzar  la composición óptima del gas,  lo que puede acarrear 




mantenimiento  de  los  atributos  de  calidad  del  producto  y  sus menores  costos,  el 





térmico  leve sin  llegar a una  lesión permanente de modo que el producto reduzca su 
velocidad  de  maduración  o  senescencia  y/o  adquiera  resistencia  para  futuras 
situaciones de estrés. Se pueden utilizar metodologías tales como sumersión en agua 
caliente (Tian y col., 1997) o tratamientos con aire caliente (Funamoto y col., 2002). El 
TT  reduce  el  metabolismo  del  vegetal  en  lo  que  refiere  a  síntesis  de  etileno, 
respiración, ablandamiento de tejidos y metabolismo de pigmentos,  disminuyendo de 
esta manera la tasa de maduración y/o senescencia (Paull y Chen, 2000). 


















el  producto  en  cuestión.  La  aplicación  exógena  de  etileno  se  realiza  con  fines 
comerciales  como  la  maduración  de  frutos  (Vendrell  y  McGlasson,  1971),  o  la 
inducción  floral  en  ornamentales  (Imanishi  y  col.,  1994).  Sin  embargo,  debido  a  su 
efecto  acelerador  de  la  senescencia,  la  estrategia  comercial  más  común  en  los 
productos hortícolas es evitar  la exposición al etileno o minimizar  la producción y  la 
acción del mismo durante  la cosecha, el almacenamiento y el transporte mediante el 
control de la temperatura y la atmósfera (Watkins, 2006).  
El 1‐MCP es un  inhibidor de  la percepción del etileno debido a su  interacción 





a menores  temperaturas  implica  tener  en  cuenta más  factores  como  el  tiempo  y 









En  general,  la  problemática  postcosecha  ha  sido  estudiada  aisladamente  de 
todo aquello que  implica condiciones y manejo durante el cultivo. Hay relativamente 
pocos  ejemplos  en  los  que  se  estudia  el  efecto  de  factores  pre‐cosecha  sobre  el 
comportamiento  postcosecha  de  frutos  o  vegetales.  Por  ejemplo,  en  albahaca 
(Ocimum basilicum),  lechuga  (Lactuca sativa L. “Ravita”), acelga roja  (Beta vulgaris L. 





descrito, por ejemplo, que  inflorescencias  cosechadas de plantas  sometidas a estrés 
hídrico mostraron un retraso en el amarilleamiento y niveles superiores de citocininas.  
Se ha sugerido que en momentos de escasez de agua,  la raíz  incrementa su volumen 























Estudiar el efecto del momento de  la cosecha a  lo  largo del día sobre  la expresión de 















































hermético  con  una  concentración  de  1‐MCP  de  1  µl  l‐1  durante  16  h  a  22  °C.  Los 
controles se colocaron en las mismas condiciones sin 1‐MCP. Luego del tratamiento las 












Se  cosecharon  cabezas de brócoli a  las 8 h,  se despojó de hojas el  tallo y  se 
colocaron en bandejas y se recubrieron con film PVC para disminuir la pérdida de agua. 
Se  trataron  las  cabezas  con  aire  caliente  a  42  °C  durante  3  h,  en  estufa  con  aire  a 
convección. Se utilizó el mismo número de cabezas sin tratamiento  a modo de control. 
Luego  de  eso,  se  almacenaron  las  cabezas  a  20  °C  como  se  describe  en  el  inciso 
anterior. Se tomaron muestras a 0 h (inicialmente para las muestras control), luego del 
tratamiento  a  42  °C  durante  3  h,  y  periódicamente  durante  el  período  de 







20 cm x 30 cm) de  forma  individual y herméticamente cerradas. Se almacenaron   en 









































se deshidratan y  se  convierten en  furfural o hidroximetilfurfural. Estos productos  se 
condensan con la Antrona y rinden compuestos coloreados. Dado que la intensidad del 
color desarrollado durante la condensación es  función del contenido de carbohidratos 
presentes  en  la  muestra,  dichos  compuestos  pueden  cuantificarse  por 
espectrofotometría.  
 
Preparación  del  extracto:  Se  realizaron  extractos  con  2  g  de  brócoli  congelado  y 
triturado en 12 ml de etanol, se centrifugaron a 16000 x g durante 15 min a 4 °C. Las 















Se  utilizó  el  mismo  extracto  etanólico  obtenido  de  acuerdo  a  lo  descrito 





arsénico‐molíbdico  a óxido de molibdeno dando  coloración  azul,  cuya  intensidad de 
color es proporcional a la cantidad de azúcares reductores existentes en la muestra.   
 
Procedimiento:  se agregaron 60 µl del extracto  (diluido 1:4), 1100 µl H2O y  luego el 
reactivo  cuprotartárico en  relación 200 µl  reactivo A + 800 µl  reactivo B  (1A:4B);  se 
llevó a baño 100 ºC, con un tiempo de incubación de 10 min; se agregaron 500 µl del 
reactivo arsénico‐molíbdico, se  incubó durante 30 min y se  leyó  la absorbancia a 520 








muestra  con  el  solvente  de  corrida  del HPLC,  luego  de  la  extracción  se  evaporó  el 
etanol  para  resuspender  la muestra  en  una mezcla  acetonitrilo/agua  70/30.  Para  la 
separación  de  los  azúcares  se  utilizó  un  equipo  de HPLC Waters,  con  una  columna 







Rose  y  col.  (1991).  Se  homogeneizaron  0,6  g  de muestra  con  5 ml  de  una mezcla 
metanol:cloroformo:agua (12:5:3 v/v/v) para remover azúcares solubles, pigmentos y 
otros  compuestos.  El  homogenato  se  centrifugó  a  2200  x  g  durante  10  min  y  se 







2  U/ml)  y  se  dejó  en  baño  de  agua  a  50  °C  durante  23  h  para  lograr  la  digestión 
enzimática. Finalmente  se utilizó una alícuota de dicha mezcla de reacción para medir 













DPPH*  se  preparó  en  una  concentración  de  40 mg/l  en  etanol.  Para  la medida  se 
agregaron distintas cantidades de extracto (0, 25, 50, 75 y 100 μl), 1000 µl de solución 
de DPPH* y etanol hasta un volumen de 1300 µl se  incubó 1,5 h a 20 °C y se  leyó  la 
absorbancia a 515 nm. El % de DPPH*  remanente  (%DPPHrem.= 100  x  (lectura a 515 
nm/lectura a 515 nm inicial)) es inversamente proporcional a la carga de antioxidantes 






Se midió el  contenido de  fenoles  totales mediante el método  Folin‐Ciocalteu 









procedió  de  igual  forma  que  lo  realizado  en  el  caso  de  antioxidantes  totales.  Se 
preparó una mezcla de reacción con 150 µl de extracto, 1000 µl H2O, 200 µl FC (1:1 en 
agua), luego de 3 min se agregaron a la mezcla 1500 µl de Na2CO3 2% en NaOH 0,1 N, 















Posteriormente  se    tomaron 20 µl de  la mezcla  y  se agregaron 1000 µl del  reactivo 
enzimático del kit para determinar la glucosa (glucosa oxidasa 10 U/ml y peroxidasa 1 
U/ml, Wiener Lab, Argentina). Se  incubó 5 min a 37 °C y se  leyó  la absorbancia a 505 
nm. La actividad enzimática se expresó como unidades relativas al valor obtenido en la 
cosecha de las 8 h en los ensayos de las tres cosechas, y relativas al día cero (día de la 








Se  tomaron  muestras  de  brócoli  congeladas,  se  las  sumergió  en  N2(l)  y  se 
trituraron mediante molinillo eléctrico. Se procedió a extraer la enzima y determinar la 
actividad  β‐amilasa  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del  kit  Betamyl  Method 
(Megazyme).  Aproximadamente  0,7  g  del  tejido  triturado  se  homogeneizaron  en 
presencia de buffer tris/EDTA pH 8, con cisteína‐HCl. Se dejó extrayendo 1 h (en frío, 
para  disminuir  la  proteólisis  debido  a  las  proteasas)  agitando  3  veces  durante  este 
período.  Se  centrifugó  a 13000  rpm durante 10 min en  frío.  Se  tomaron 200 µl del 
sobrenadante  y  se mezclaron  con  600 µl  de  buffer  de  dilución  pH  6,2  (MES  0,1 M, 
EDTA 1 mM, BSA 1mg/ml). Se preacondicionaron 300 µl del extracto diluido y 100 µl de 
sustrato específico  (con p‐nitrofenil‐β‐D‐maltotriósido o PNP‐βG3) a 40  °C durante 5 









































Se  extrajo  ARN  total  mediante  la  utilización  de  columnas  de  separación 
proveídas por kits de extracción (RNeasy plant mini kit, Qiagen). Se tomaron muestras 
de  brócoli  congeladas,  se  las  sumergió  en  N2(l)  y  se  trituraron mediante molinillo 
eléctrico. Se pesaron 100 mg de tejido y se procedió a la extracción del ARN. Al tejido 
















Se  centrifugó  nuevamente  a  10000  xg  durante  30  s  y  se  descartó  el 
sobrenadante.  Se  repitió  el  procedimiento  y  se  centrifugó  nuevamente  2 min  para 
eliminar rastos de buffer con etanol que  interfiera en futuras reacciones. Finalmente, 















las  muestras  se  sembraron  en  el  gel  previamente  preparado  y  se  utilizó  la 
electroforesis  a  voltaje  constante  (90  V)  en  buffer  MOPS  1X.  Las  bandas 
correspondientes a  los ARNr se visualizaron mediante un transiluminador de  luz UV y 
la presencia de bandas discretas permitió determinar la integridad del ARN extraído.  










(mQ  estéril)  y  100  µl  de  cloroformo:octanol  (24:1).  Se  agitó  y  centrifugó  10 min  a 
12000 rpm a temperatura ambiente. A continuación se pasó el sobrenadante de la fase 
acuosa   a otro  tubo  y    se agregaron 200 µl de etanol  y 20 µl de AcNa 3M.  Se dejó 
precipitando 1h a ‐80 °C y se centrifugó 20 min a 12000 rpm en frío (4 °C). Se descartó 
el sobrenadante, se lavó el pellet con 200 µl etanol 70% y se centrifugó durante 10 min 
a 12000  rpm en  frío  (4  °C). Se descartó el  sobrenadante,  se  secó al vacío el alcohol 
remanente y se resuspendió el pellet en 15 µl de H2O (mQ estéril). A continuación, se 




buffer, 1,5 µl MgCl2, 0,5 µl dNTPs, 1,25 µl cebadores  r  (reverse), 1,25 µl cebadores  f 
(forward), 17,37 µl H2O, 0,125 µl Taq  (polimerasa). Se  llevó a  termociclador  (BioRad, 
USA) y se utilizó el programa: 4 min a 94 °C...45 s a 94 °C...45 s a 70 °C…45 s a 72 °C… 






















Para  corroborar  la  generación  del  ADNc  por  el  procedimiento  anterior,    se 




















Luego  del  diseño  de  las  secuencias  de  los  cebadores  y  puesto  a  punto  las 









Se  midió  la  expresión  de  los  siguientes  genes  utilizando  los  cebadores  y 






































final  de  cada  ciclo  de  30  s.  Al  final  de  cada  programa  se  agregó  el  siguiente  perfil 
térmico para obtener una curva de disociación, con el fin de evaluar los productos de 
PCR formados y detectar una posible contaminación: 95 °C por 1 min; 55 °C por 30 s; 
























acelerada  luego de  la  cosecha. Esto  conduce  a un deterioro del  tejido  y pérdida de 
calidad nutricional y comercial (Page y col., 2001). La senescencia inducida que ocurre 
en  hojas  y  órganos  cosechados,  tal  como  las  inflorescencias  de  brócoli, muestran 
diversas  similitudes  con  los  eventos  que  ocurren  durante  el  transcurso  de  la 
senescencia normal de las hojas. La degradación de clorofila es el cambio más notorio 
visualmente,  pero  también  se  producen  simultáneamente  importantes  pérdidas  en 
lípidos de membrana, proteínas e hidratos de  carbono. Este  conjunto de  reacciones 
catabólicas provoca un deterioro de la estructura celular que conlleva a la muerte del 
tejido o el órgano (Irving y Joyce, 1995; Page y col., 2001).  
La  producción  de  carbohidratos  a  través  de  la  fotosíntesis  es  un  proceso 
fundamental  en  la  vida  de  la  planta,  dado  que  éstos  tienen  la  función  de  proveer 
energía  y  esqueletos  carbonados  para  la  respiración  y  los  procesos  biosintéticos, 
además  de  intervenir  en  procesos  osmóticos  y  como  inductores  en  señales  de 
transducción y moduladores de la expresión de genes (Koch, 1996; Sheen y col., 1999; 
Smeekens,  2000).  Así,  se  sabe  que  la  glucosa  regula  un  amplio  rango  de  genes, 
incluyendo los genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos, los de señales 
de  transducción y  los de  transporte de metabolitos, además de numerosos genes de 
respuesta al estrés como  los de biosíntesis y de transducción de señal del etileno,  los 
cuales se ven reprimidos por la acción de la glucosa (Price y col., 2004). 
Las fluctuaciones diurnas en  la radiación solar  influyen sustancialmente en  los 
niveles endógenos de carbohidratos en hojas. El almidón,  la reserva de carbohidratos 
más  abundante  de  la  planta,  se  encuentra  en  dos  formas:  como  almidón  de 
almacenamiento y como almidón transitorio. Durante el período de luz, los productos 
inmediatos  de  la  fotosíntesis  son  el  almidón  transitorio  y  la  sacarosa,  los  cuales  se 
acumulan durante dicho proceso  (Lu  y  col., 2005).  La  removilización  y utilización de 
estos carbohidratos se activa durante el período de oscuridad para proveer energía al 





En  los  tejidos  fotosintéticos, más  de  la mitad  del  carbono  asimilado  puede 
almacenarse como almidón dentro del cloroplasto durante las horas de luz. Asimismo, 
la sacarosa derivada de la fotosíntesis es transportada vía floema a los órganos destino 
donde  podrá  sintetizarse  y  almacenarse  almidón  (Grennan,  2006).  Durante  la 







Un  sinnúmero  de  metabolitos  presentan  variaciones  en  su  concentración 
durante el ritmo circadiano. En algunas especies se han detectado variaciones en  los 
niveles de antioxidantes a  lo  largo del día. En Quercus  ilex se describieron variaciones 
en el contenido de ascorbato, glutatión, tocoferoles y carotenoides en hojas expuestas 
al  sol  durante  los  meses  de  invierno  (García‐Plazaola  y  col.,  1999).  En  espinaca 
(Spinacia  oleracea),  se  demostró  que  la  concentración  de  ácido  ascórbico  total 
también puede estar sometido a  fluctuaciones diurnas  (Kiyota y col., 2006). Por otro 
lado, en Phaseolus vulgaris se halló que la síntesis de clorofilas también está regulada 
por  el  ritmo  circadiano  (Argyroudi‐Akoyunoglou  y  Prombona,  1996). Asimismo,  la 
expresión  de  genes  que  codifican para  enzimas  de  diversas  reacciones metabólicas, 
factores de transcripción y proteínas estructurales puede variar a lo largo del día (Más 
y Yanovsky, 2009). 
El  estado  fisiológico  en  que  se  encuentra  un  vegetal  puede  influir  sobre  su 

















Los  métodos  para  mantener  el  verdor  de  las  cabezas  usualmente  implican 
tratamientos  postcosecha  tales  como  refrigeración,  atmósferas  modificadas  o 











el  progreso  de  la  senescencia  se midió  el  color  superficial  durante  el  período  de 


































Dias  20 °C




























partir  de  ese momento,  las  cabezas  de  brócoli  cosechadas  a  las  8  h  comenzaron  a 










almacenamiento postcosecha  (Ren y col., 2005), desde el día  inicial hasta el  final del 
período de almacenamiento los valores de L* se incrementaron en todas las muestras. 
Las cabezas cosechadas a  las 18 h mostraron  los menores  incrementos en  los valores 
de  L*, mientras  que  en  las muestras  de  las  8  h  se  observaron  los mayores  valores 
(figura  1.1  panel  b).  De  acuerdo  a  los  datos  de  color  superficial,  los  materiales 
cosechados hacia el final del día prolongaron en aproximadamente un día su vida útil 
en  comparación  a  los  cosechados  al  inicio  del  día.  Tomando  como  uno  de  los 











hechos  cambian  significativamente  los  aportes  de  azúcares  necesarios  para  el 




Durante  la  senescencia  postcosecha,  o  como  evento  desencadenante  de  la 
misma, ocurre una disminución  continua del nivel de azúcares  (King y Morris, 1994; 
Chung y col., 1997; Coupe y col., 2003a).  
Inmediatamente  luego  de  la  cosecha,  el  nivel  de  azúcares  totales  y  reductores  fue 
similar en  todas  las muestras,  tanto aquellas cosechadas a  la mañana como aquellas 
obtenidas  al  mediodía  y  a  la  tarde  (figura  1.2,  paneles  a  y  b).  Durante  el 
almacenamiento,  las muestras cosechadas a  las 8 h mostraron una disminución en el 




caso  de  las muestras  cosechadas  a  las  18  h,  se  detectó  un  ligero  incremento  en  el 
contenido de azúcares totales luego de 3 y 4 días, con una disminución hacia el día 5, 




intermedios,  con  excepción  del  día  5,  cuando  mostraron  valores  similares  a  las 
muestras cosechadas a la mañana. 
Un patrón  similar mostró  el  contenido de  azúcares  reductores.  Las muestras 



























































Días a  20 °C

















































día durante el almacenamiento a 20  °C. Letras diferentes  indican diferencias  significativas al 
mismo tiempo de almacenamiento. 
 
Numerosos  trabajos  han  descrito  un  descenso  del  contenido  de  azúcares 










En  este  caso  se  detectó  un  patrón  completamente  diferente  al  de  los  azúcares 
solubles. Las muestras presentaron  importantes diferencias  según el momento de  la 
cosecha: al día  inicial,  las que recibieron  luz solar durante todo el día (18 h) tuvieron 
los contenidos de almidón más altos, mientras que  las cosechadas al momento de  la 
salida del  sol  (8 h)  tuvieron  casi  tres veces menos  (figura 1.2, panel  c). En  todas  las 
muestras  el  contenido  de  almidón  disminuyó  durante  el  almacenamiento,  pero  las 
diferencias entre  las muestras cosechadas a  las 8 h y a  las 18 h se mantuvieron  luego 
de  2  días  de  realizada  la  cosecha.  La  degradación  del  almidón  continuó  y  alcanzó 
niveles indetectables luego de tres días de almacenamiento en todas las muestras.  
La  cosecha  provoca  una  interrupción  del  suministro  de  hormonas  y 
carbohidratos  proveniente  de  la  planta  madre,  el  tejido  entra  en  senescencia  y 
finalmente  cesa  la  fotosíntesis  en  los  sépalos.    Sin  embargo,  para  mantener  la 
integridad  tisular  durante  la  senescencia  es  necesario  un  suministro  continuo  de 
fuentes carbonadas. El almidón es una de esas fuentes y por  lo tanto se produce una 
fuerte disminución de su contenido  luego de  la cosecha  (King y Morris, 1994; Tian y 
col., 1997; McKenzie y col., 2004). En hojas de Arabidopsis, los azúcares reductores se 
mantienen  casi  constantes  durante  el  ciclo  diurno,  mientras  que  la  sacarosa 
incrementa  levemente  y  el  almidón  en mucha mayor medida  hacia  el  final  del  día 
(Blässing y col., 2005). El mantenimiento de un nivel superior de azúcares durante los 
días  posteriores  a  la  cosecha  en  las muestras  de  las  18  h,  probablemente  tenga  su 
origen en el metabolismo del almidón, que se encontró en cantidades superiores en las 
muestras  de  las  18  h  desde  el  día  de  la  cosecha  hasta  el  día  2, mientras  que  las 







de  los mismos.  En  este  sentido,  en  hojas  de  portulaca  (Portulaca  grandiflora  ‘Yubi 
Deep Rose’), se encontró que el carbono localizado en los pools de carbohidratos de la 
hoja durante la mañana provenía de fracciones individuales de azúcares y del almidón, 
mientras  que  durante  la  tarde  los  mismos  provenían  principalmente  del  almidón 
(Rapaka y col., 2007). Resultados similares fueron observados en hojas de  las plantas 
herbáceas  ornamentales  Pelargonium  (Rapaka  y  col.,  2008),  donde  en  tallos  de  la 
misma planta no se detectó una variación en el nivel de azúcares solubles durante el 
ciclo  diurno,  lo  que  sí  ocurrió  con  el  almidón.  Además,  encontraron  en  plantas 
cosechadas  a  la  mañana  y  a  la  tarde,  una  correlación  negativa  entre  el  nivel  de 
carbohidratos y abscisión foliar. Se postuló que el mayor nivel de azúcares y almidón 
en  las muestras cosechadas a  la tarde  fue el causal de un descenso en  la percepción 
del etileno. 
Lange  y  Cameron  (1994)  encontraron  que  la  cosecha  hacia  el  final  del  día 
mejoró la vida postcosecha de albahaca (Ocimum basilicum) en un 100 % respecto de 
las muestras cosechadas en las primeras horas de la mañana. En rúcula (Eruca vesicaria 
spp  sativa),  lechuga  (Lactuca  sativa  L.”Ravita”)  y  remolacha  (Beta  vulgaris  L.  var. 
flavescens Lam.), Clarkson y col. (2005) obtuvieron aumentos de hasta 6 días en la vida 









azucares  solubles, aunque el  contenido de almidón no  fue medido. En este  caso,  se 
indicó que  las hojas exteriores pueden haber actuado como protectoras de  la cabeza 
del  repollo, mitigando  los estreses  térmicos del campo. En este sentido, el hecho de 







proceso  de  senescencia  (Navabpour  y  col.,  2003),  y  la  presencia  de  sustancias  o 
enzimas  que  contribuyan  al  sistema  antioxidante  pueden  prevenir  o  retrasar  los 
síntomas de senescencia en el tejido (Hodges y col., 2001). Las diferencias en el nivel 
de azúcar durante el día pueden proteger no solo del estrés de la cosecha sino también 
del daño por  frio, como se vio en plantines de  tomate  (King, y col., 1988), donde se 
sugirió que los cambios en la sensibilidad al frío durante el día se regulan mediante el 
ciclo  de  luz,  siendo  el  final  del  periodo  de  oscuridad  el más  sensible  y  ello  podría 
deberse a la disminución del nivel de azúcares.    
Se analizó  la capacidad antioxidante  inmediatamente  luego de  la cosecha y no 
se encontraron diferencias significativas en las muestras cosechadas a diferentes horas 
del  día  (figura  1.3,  panel  a).  Luego  de  dos  días  de  almacenamiento,  la  capacidad 
antioxidante disminuyó en todas las muestras. Hacia el día 3, la capacidad antioxidante 
de  las  muestras  cosechadas  a  las  8  h  se  mantuvo  invariable  respecto  del  día  2, 
mientras  que  las  cosechadas  a  las  13  y  las  18  h  incrementaron  su  capacidad 




a  las  18  h  podrían  también  contribuir  a  retrasar  el  proceso  de  senescencia  y  el 
amarilleamiento. Sin embargo, si bien hubo diferencias en el color de la inflorescencia 




































Días a 20 °C




































Los  compuestos  fenólicos  solubles muestran  una  relación  altamente  positiva 
con  la actividad antioxidante  (Leja y col., 2001). En el ensayo,  inmediatamente  luego 
de  la  cosecha no  se detectaron diferencias  significativas en el  contenido de  fenoles 
totales  entre  las muestras  cosechadas  a  distintos momentos  (figura  1.3,  panel  b), 
manteniéndose casi constante durante el almacenamiento en las muestras cosechadas 
a las 8 h. Tal como se observó en las medidas de poder antioxidante total, hacia el día 
3  las muestras cosechadas a  las 13 y  las 18 h mostraron un  incremento en  los niveles 
de fenoles totales y finalmente se redujeron hacia los días 4 y 5 a niveles cercanos a los 




luego  de  tres  días  de  cosechadas  podrían  estar  relacionadas  con  el  incremento  de 
fenoles observados en el mismo día.  
Los análisis llevados a cabo inmediatamente luego de la cosecha, indicaron que 
en  ese  tiempo  no  hubo  diferencias  entre  las  muestras  en  lo  que  refiere  a  color 




menos  pronunciada  respecto  de  las  obtenidas  a  la  mañana.  En  las  muestras 
cosechadas  a  la  tarde  se  observó  una mayor  retención  del  color  verde  y mayores 
contenidos de azúcares solubles, además de una mayor capacidad antioxidante hacia 
el día 3 y  similar el  resto de  los días. Ello  sugiere que  los carbohidratos acumulados 
durante el día en forma de almidón como producto de la fotosíntesis podrían permitir 
el  mantenimiento  de  contenidos  de  azúcares  solubles  más  altos  durante  la 
senescencia, contribuyendo a desacelerar dicho proceso. 
Los  datos  no  prueban  que  los  carbohidratos  acumulados  durante  el  período 
diurno son el único factor que retrasa  la senescencia en las cabezas cosechadas hacia 




















autotrófico  a  heterotrófico  con  el  objetivo  central  del  reciclado  de  nutrientes. 
Numerosos  genes,  especialmente  aquellos  asociados  al  anabolismo,  son  reprimidos, 
mientras  que  aquellos  relacionados  con  el  catabolismo  en  general  poseen  una 
expresión  aumentada  durante  este  evento. Así,  se  ha  descrito  un  incremento  en  la 





clorofila  están  formadas  por  un  anillo  tetrapirrólico  (también  llamado  porfirina),  de 
estructura  similar  al  grupo  prostético  hemo  encontrado  en  la  hemoglobina  y  los 
citocromos. La clorofila une un ión Mg2+ en el centro de su anillo tetrapirrólico y posee 
una  larga cadena  lateral hidrofóbica de 20 carbonos unida al mismo, conocida como 
fitol  (figura 2.1). Esta última característica hace que  la molécula  sea hidrofóbica. Los 





absorben  de  la  luz.  Durante  la  senescencia  se  produce  el  desmantelamiento  y 
desestructuración de las membranas tilacoidales, que liberan la clorofila. Teniendo en 
cuenta que el metabolismo  se  reorienta hacia el  reciclado de nutrientes, es esencial 
que  el  tejido  se  mantenga  vital.  Por  lo  tanto,  la  clorofila  debe  ser  rápidamente 
degradada para evitar que dañe irreversiblemente las estructuras residuales (Matile y 
col., 1999). 
La  ruta  bioquímica  de  degradación  de  clorofilas  aceptada  actualmente 





correspondientes a  la  segunda etapa pierden esa  coloración y  son  casi  incoloros.  La 
primera etapa  incluye modificaciones a  la  cadena  lateral del macrociclo,  la hidrólisis 
del  residuo  de  fitol  (defitilación),  liberación  de  Mg2+  del  tetrapirrol  mediante 
desplazamiento con 2H+ y algunas otras modificaciones al macrociclo que varían entre 
las especies. La segunda etapa es esencial para la característica pérdida del color verde 
durante  la  senescencia.  En  la  mayoría  de  los  casos  estudiados,  no  se  acumulan 
intermediarios  de  la  degradación  en  una  cantidad  que  se  pueda  apreciar,  lo  cual 
sugiere  que  existe  una  serie  de  reacciones  catabólicas  que  ocurren  de  manera 
coordinada.  
La primera reacción catabólica que ocurre sobre la molécula de clorofila libre es 





diferentes  especies  vegetales presentan principalmente  estructuras no  esterificadas. 
Los productos de la reacción son fitol y clorofílido (Benedetti y Arruda, 2002; Takamiya 
y col., 2000; Matile y col., 1999). 
La  ubicación  exclusiva  de  las  clorofilasas  en  los  cloroplastos  ha  sido 
cuestionada.  Si  bien  la mayoría  de  las  proteínas  con  actividad  clorofilasa  han  sido 
purificadas  a  partir  de  preparaciones  de  cloroplastos  y  algunos  de  sus  genes 
codificantes presentan péptido señal que las dirigen hacia estas organelas, otros de los 














Figura 2.1. Ruta de degradación de  la clorofila, con  la clorofilasa como primer eslabón en  la 
cadena de reacciones. CLH: clorofilasa, (clorofila hidrolasa); PaO: feofórbido a oxigenasa; RCC: 




verdaderamente  involucrada en  la degradación de  la clorofila durante  la senescencia. 
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Por  ejemplo,  no  todos  los  genes  CLH  aislados  poseen  un  péptido  de  tránsito  al 
cloroplasto,  lo cual sugeriría  la presencia de enzimas diferentes a CLH en el proceso. 
Por otro  lado, Schenk y col., (2007) demostraron que mutantes de Arabidopsis con  la 
expresión  interrumpida  para  las  dos  CLH  conocidas  degradaban  clorofilas 
normalmente,  lo  que  lleva  a  la  conclusión  de  que  los  dos  genes  de  CLH  no  son 
necesarios para  la degradación de estos pigmentos durante  la  senescencia  foliar. En 
base a estos resultados, Schelbert y col., (2009) realizan una búsqueda en el genoma 
de Arabidopsis  y detectan un  gen que  codifica para una nueva enzima denominada 
feofotinasa,  PPH,  que  actuaría  durante  la  degradación  de  clorofilas  hidrolizando 
feofitina (clorofila libre de Mg2+). Una vez planteada la posibilidad de que la defitilación 
ocurra posteriormente a  la eliminación del Mg2+,  la vía metabólica de degradación de 
clorofilas  debe  ser  revisada,  especialmente  en  lo  que  concierne  al  orden  de  las 
primeras reacciones. Tomando en cuenta la PPH, Schelbert y col., (2009) proponen un 
nuevo modelo (figura 2.2) en el que la clorofila primero pierde su ión central de Mg2+, 
ya  sea  por Mg‐dequelatasa  o  por  otro  proceso  desconocido,  para  formar  feofitina. 





Figura  2.2.  Dequelatación  del  Mg2+  del  anillo  tetrapirrólico  mediante  la  Mg‐dequelatasa, 








(por  red  chlorophyll  catabolite).  La  enzima  presenta  una  alta  especificidad  hacia  el 
feofórbido  a,  mientras  que  el  feofórbido  b  induce  una  inhibición  competitiva 
(Hörtensteiner, 1999; Takamiya y col., 2000; Pružinská y col., 2003). En  los mutantes 
stay green de Festuca pratensis, una  lesión en  la actividad PaO  (con acumulación de 
clorofílidos y feofórbidos a durante la senescencia) es la causa del mantenimiento del 
color verde (Thomas y Stoddart, 1975).  
Acoplada a  la  reacción de  la oxigenasa que provoca  la apertura del anillo,  se 
encuentra  la reacción catalizada por  la enzima RCC reductasa,  la cual reduce el doble 
enlace entre  los  anillos A  y D del RCC. Esta es una enzima  soluble  localizada en  los 
cloroplastos, aunque en plantas  jóvenes de Arabidopsis se ha asociado también a  las 
mitocondrias  (Mach  y  col.,  2001).  La  reacción  produce  un  compuesto  incoloro 
fluorescente, denominado pFCC  (por primary  fluorescent chlorophyll catabolite). Esta 
reacción requiere la presencia de ferredoxina y ausencia de oxígeno, indicando que las 
reacciones de RCC  reductasa  y  la de PaO están muy  cercanamente  relacionadas,  ya 
que  la  reacción  de  la  oxigenasa  consume  oxígeno  y  mantiene  el  microambiente 
anaerobio para  la  reductasa  (Takamiya  y  col., 2000; Wüthrich  y  col., 2000). De este 
modo,  la  apertura del  anillo  tetrapirrólico mediante  la PaO  y RCC  reductasa  genera 
compuestos  fotodinámicamente  inocuos  para  la  célula  que  permiten  continuar  el 
proceso de senescencia sin las clorofilas. 
Si bien la vía de degradación de clorofilas parece ser muy similar entre diversas 




algunos  catabolitos  son  exportados  del  gerontoplasto  al  citosol  mediante  un 
translocador  de membrana  dependiente  de ATP  (Hörtensteiner,  2006).  Los  FCC  son 
finalmente  transportados  a  la  vacuola  y  sufren  un  reordenamiento  de  los  dobles 





















Estudiar  el  efecto  del  momento  de  la  cosecha  a  lo  largo  del  día  sobre  la 
expresión de los genes asociados a la degradación de clorofila en brócoli: clorofilasa 1 









almacenamiento  (figura  2.3).  En  el momento  de  la  cosecha,  las muestras  tuvieron  
niveles  de  clorofilas  a  y  b  similares,  disminuyendo  dicho  contenido  durante  el 
almacenamiento  en  todas  las  muestras.  Sin  embargo,  luego  de  dos  días  esta 
disminución fue mayor en las muestras cosechadas a las 8 h. Luego de cuatro días las 
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Para detectar  la expresión de  los genes  involucrados en el  catabolismo de  la 
clorofila,  se  realizaron  extracciones  de  ARN  de  las  muestras  correspondientes  a 
brócolis  cosechados  en  distintos  momentos  del  día  y  almacenados  a  20  °C  en 
oscuridad.  De  estas  muestras  se  obtuvieron  los  correspondientes  ADNc  como  se 
describe en materiales y métodos, corroborándose la amplificación de los fragmentos 
de ADNc mediante PCR y posterior electroforesis. 
Se  cuantificó  la expresión de  los  genes BoCLH1  y BoCLH2 durante el período 
postcosecha.  La  acumulación  de  transcriptos  de  ARNm  de  BoCLH1  fue  asociada  a 
tejidos  presenescentes  y  senescentes  de  brócoli,  mientras  que  la  acumulación  de 
ARNm del gen BoCLH2 no  se detectó en  tejidos  senescentes  (Chen y col., 2008). Sin 
embargo,  en  el  presente  trabajo  se  observó  la  presencia  de  ARNm  durante  la 
senescencia  tanto del  gen BoCLH1  como de BoCLH2.  La expresión de BoCLH1  al día 
inicial fue mayor en las muestras cosechadas a las 13 h, seguido por las muestras de las 
18 h, con niveles de expresión 150 y 65% más  respectivamente comparando con  las 
muestras de  las 8 h.  Sin embargo hacia el día 2 hubo una brusca disminución de  la 
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Figura  2.4.  Expresión  de  los  genes  BoCLH1  y  BoCLH2  durante  el  período  postcosecha  en 
brócolis  cosechados  a  las 8, 13  y 18 h.  Letras diferentes  indican diferencias  significativas  al 
mismo tiempo de almacenamiento.  
 
Por  otro  lado,  la  expresión  de  BoCLH2  aumentó  a  lo  largo  del  período  de 
almacenamiento  en  todas  las muestras. Al  día  inicial  la  expresión  fue mayor  en  las 
muestras cosechadas a las 8 h, y hacia el día 4, si bien las muestras cosechadas a las 18 
h  aumentaron  la  expresión  respecto  del  día  2,  fueron  las  que menor  expresión  de 
BoCLH2  mostraron,  mientras  que  las  muestras  de  las  8  y  las  13  h  triplicaron  la 
expresión respecto del día 2. Si bien hacia el día 4, momento final del almacenamiento, 





Los resultados reportados en  la  literatura respecto de  la actividad y expresión 
de  clorofilasa  son  contradictorios. Por un  lado  se  asoció  la  actividad  clorofilasa  a  la 
degradación  de  clorofila  durante  la  senescencia  (Tsuchiya  y  col.,  1999;  Benedetti  y 
Arruda,  2002),   mientras  que  otros  estudios  demostraron  un  papel  prescindible  de 
estas enzimas en el catabolismo de clorofila  (Schenk y col., 2007; Chen y col., 2008; 
Zhang  y  col.,  2011).  Se  estableció  que  la  expresión  de  BoCLH2  estaría  involucrada 
parcialmente  en  la  degradación  de  clorofila  durante  la  senescencia  de  los  tejidos, 
mientras que la expresión de BoCLH1 estaría activada más fuertemente frente al daño 
de  tejidos  y  no  durante  la  senescencia  (Kariola  y  col.,  2005),  sugiriendo  por  ello  la 




la  cosecha mientras  que  la  acumulación  de  transcriptos  de  BoCLH2  aumentó  en  el 
mismo  período.  Estos  resultados  son  similares  a  los  publicados  por  Büchert  y  col. 
(2011a, 2011b), donde encontraron una disminución de  la expresión de BoCLH1 y un 
aumento de la expresión de BoCLH2 durante la senescencia de brócolis, sugiriendo que 




día  2  en  todas  las muestras.  En  las muestras  cosechadas  a las  18  h  se  notó  una 
disminución  importante de  la expresión hacia el día 4 de almacenamiento,  lo que no 












ante  tratamientos  con  6‐bencilaminopurina  (6‐BAP,  regulador  de  crecimiento  y 
retardador de la senescencia) (Zhang y col., 2011; Büchert y col., 2011a). Büchert y col. 
(2011  a,  2011b)  encontraron  un  aumento  de  la  expresión  de  BoPPH  durante  la 




la  senescencia,  tanto  durante  el  proceso  normal  de  degradación  de  clorofila  de  los 
tejidos verdes (Pruzinská y col., 2003) como también durante  la senescencia  inducida 
por  etileno,  incluso  con  un  patrón  de  expresión  muy  similar  al  del  gen  SAG12, 
marcador característico de senescencia (Zhang y col., 2011). En el presente trabajo, la 
acumulación  de  transcriptos  de  BoPaO  aumentó  notablemente  desde  la  cosecha,  a 
excepción de los materiales cosechados a las 13 h, en los cuales se mantuvo en niveles 
parecidos al día  inicial  (figura 2.5).  La  cantidad de ARNm de BoPaO en  las muestras 
cosechadas a las 8 h aumentó desde el día de la cosecha hacia el día 2, y se mantuvo 
los niveles hasta el día 4. En el  caso de  las muestras  cosechadas  a  las 18 h,  si bien 
aumentó  la expresión  luego del día  inicial, se detectó una disminución desde el día 2 
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Figura  2.5.  Expresión  del  gen  BoPaO  y  BoPPH  durante  el  período  postcosecha  en  brócolis 




durante  la  senescencia  postcosecha  de  brócoli.  Además,  se  detectó  una  fuerte 
correlación entre  la degradación de  clorofilas  y  la expresión de BoPaO en muestras 
sometidas  a  diferentes  tipos  de  tratamientos  que  regulan  la  senescencia.  En  el 







más  directamente  relacionados  con  la  degradación  de  clorofilas  (BoCLH2,  BoPPH  y 
BoPaO),  se  puede  observar  que  las muestras  cosechadas  a  las  18  h mostraron  un 
menor incremento de la expresión de estos genes durante la postcosecha respecto de 
aquellas obtenidas a  las 8 h. La expresión de estos genes en  las cabezas obtenidas al 
mediodía mostraron  un  comportamiento  similar  al  de  las muestras  obtenidas  a  la 
mañana  en  algunos  casos  (Ej.  expresión  de  BoCLH2  al  cuarto  día)  y  similar  a  las 
muestras del  atardecer en otros  casos  (Ej. expresión de BoPaO  al  segundo  y  cuarto 
día).  Estos  datos  correlacionaron  fuertemente  con  la  degradación  de  clorofilas,  es 



































Se  ha  demostrado  que  la  oscuridad  induce  la  expresión  de  muchos  genes 
relacionados  con  el  proceso  de  senescencia  y  que  esto  se  revierte  en  presencia  de 
glucosa y otros azúcares (Fujiki y col., 2001).  
El tratamiento con azúcares durante la postcosecha en diversas especies ha permitido 
corroborar  el  efecto  retardante  de  estos  compuestos  sobre  la  senescencia  y  los 
diversos  cambios  organolépticos,  fisiológicos  y  metabólicos  que  sufren  los  tejidos 
(Irving y Joyce, 1995; Coupe y col., 2003a; Gapper y col., 2005a; Ichimura y col., 2006). 
Durante  la  senescencia,  la  fuente  carbonada  necesaria  para  la  respiración  y 






utilización  de  ácidos  grasos  para  obtener  fuentes  alternativas  de  energía  parecen 
mejorar  la  supervivencia  de  las  células  o  tejidos  en  cuestión  ante  condiciones  de 
escasez de azúcares,  finalmente  resultan en daños  irreversibles en  las membranas y 








La efectividad de ciertos  tratamientos que retrasan  la senescencia  tales como 
las atmósferas controladas, fue asociada a  la capacidad de mantener mayores niveles 
de azúcares durante los primeros momentos de la postcosecha (Eason y col., 2007b), y 
además,  a  una  disminución  en  los  niveles  de  expresión  de  los  genes  de  la  enzima 
citrato sintasa, necesaria en el metabolismo de ácidos grasos para su utilización como 
fuente de carbono (Eason y col., 2007b).  




y  col.  (2005b) encontraron que  tratamientos  con  sacarosa y  con glucosa en brócolis 
luego  de  la  cosecha  si  bien  no  disminuyeron  los  niveles  de  1‐aminociclopropano‐1‐
acido  carboxílico  (ACC,  precursor  del  etileno)  ni  la  enzima  ACC  sintasa  (ACS), 
observaron una menor expresión de ACC oxidasa  (ACO) y un posterior  retraso en el 
amarilleamiento  respecto de  las muestras  tratadas con etileno, sugiriendo que estos 
tratamientos disminuyen  la sensibilidad al etileno. En flores cortadas,  la  inmersión de 
los  tallos en  soluciones conteniendo  sacarosa no  sólo colabora en el mantenimiento 












mencionaron  los  tratamientos  con  sacarosa.  Asimismo,  regulando  negativamente  la 
expresión  del  gen  BoINV2  que  codifica  para  la  invertasa  en  brócoli,  se  detectó  un 
descenso  en  el  contenido  de  transcriptos  de  cisteína  proteasas,  efecto  similar 






la  célula  es  el  ascorbato,  jugando  un  rol  clave  como  antioxidante  (Noctor  y  Foyer, 
1998).  Durante  el  almacenamiento  postcosecha  de  brócoli  se  ha  observado  una 
disminución de  los niveles de  ascorbato  (Nishikawa  y  col., 2005a). En brócoli,  se ha 
detectado un aumento en el contenido de ácido ascórbico, sulforafano, glucosinolatos, 
fenoles  totales y antocianinas en muestras  tratadas con  sacarosa  (Guo y col., 2011). 
Por otro  lado, en ensayos  in vitro  se detectó una mayor  inhibición de  radicales OH∙ 
(ID50) por parte de la sacarosa respecto de otros azúcares e incluso del glutatión, por lo 
que  se propuso que en plantas  la  sacarosa podría  ser un  compuesto  con  capacidad 
antioxidante contra  las especies reactivas de oxígeno  (ROS)  (Van den Ende y Valluru, 
2009). 
Finalmente, en algunos casos se ha establecido el debate si  la senescencia en 
hojas  es  inducida  por  la  falta  de  azúcares  o  por  su  acumulación  en  un  tejido.  En 
Arabidopsis  se  describió  un  amarilleamiento  acelerado,  inducción  de  rutas  de 
removilización del nitrógeno y expresión de genes característicos del desarrollo de  la 



























   Días a 20 °C          
   0  2  3  4 
L* (LSD= 2,14)             
Control  34,43  38,18  40,82  43,95 
Glucosa 2 %  34,43  38,20  40,80  43,66 
Glucosa 10 %  34,43  37,82  40,05  43,09 
Sacarosa 2 %  34,43  37,98  40,79          43,77 
Sacarosa 10 %  34,43  38,08  40,03    42,99 * 
Sacarosa 15 %  34,43  37,85  40,55  43,69 
              
Hue (LSD= 1,79)             
Control  120,16  116,20  110,90  98,85 
Glucosa 2 %  120,16  117,20  110,99  100,00  
Glucosa 10 %  120,16     119,06 *     114,90 *  105,10 * 
Sacarosa 2 %  120,16  117,95  112,79  102,89 * 
Sacarosa 10 %  120,16  118,57     115,46 *  106,21 * 
Sacarosa 15 %  120,16  117,26  111,12  100,25 * 
 
 
Los  resultados mostrados  en  la  tabla  3.1  indican  que  los  tratamientos  con 
sacarosa y con glucosa al 10 % permitieron preservar el color verde (medido a través 
de un menor descenso del Hue) por más tiempo. Menores o mayores concentraciones 
no  fueron  efectivas  probablemente  por  un  suministro  insuficiente  o  por  un  efecto 
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Se  pudo  observar  una  fuerte  disminución  del  contenido  de  clorofila  en  los 
controles  hacia  el  día  2,  mientras  que  las  muestras  tratadas  con  glucosa  10% 
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mostraron  una  disminución  gradual.  Las  muestras  tratadas  con  sacarosa  10% 
presentaron un comportamiento  intermedio hacia  los días 2 y 3, mientras que hacia 
los días 4 y 5 se asemejó a las tratadas con glucosa. 
Está  demostrado  que  tratamientos  con  oscuridad,  que  conducen  a  un 
agotamiento  de  azúcares  por  ausencia  de  fotosíntesis,  inducen  la  senescencia  y 
degradación  de  clorofila  (Matile  y  col.,  1992).  En  estas  condiciones  se  identificaron 
genes asociados a  la senescencia  (SAGs)  (Fujiki y col., 2001), siendo algunos de estos 
reprimidos mediante  la  aplicación de  azúcares  (Chung  y  col.,  1997; Noh  y Amasino, 
1999). 
El  etileno  actúa  regulando  positivamente  la  senescencia  en  general  y  la 
degradación de  clorofilas en particular. Sistemas  tan diversos  como   brócoli o  flores 
ornamentales sufren una aceleración de  la senescencia a causa del etileno producido 
durante la postcosecha (Gapper y col., 2005b; Higgins y col., 2006; Huang y col., 2007). 
En brócoli particularmente, uno de  los  síntomas visuales es el amarilleamiento de  la 
inflorescencia a causa de la degradación de clorofilas (Ku y Wills, 1999; Gapper y col., 






(Dianthus  caryophyllus  L.)  mostraron  que  el  incremento  interno  del  nivel  de 
carbohidratos mediante  el  suministro  de  sacarosa  resultó  en  una  disminución  de  la 
respuesta  al  etileno  (Verlinden  y  Garcia,  2004;  Nishikawa  y  col.,  2005b).  En  este 
sentido, resultó  llamativo que sacarosa y glucosa puedan aumentar  la   de síntesis de 
etileno en brócoli a través de un aumento del contenido de ACC y de  la actividad de 
ACC  sintasa,  aunque  la  sensibilidad  al  etileno  se  vio  disminuida  en  las  muestras 
mantenidas  con  sacarosa  (Nishikawa  y  col.,  2005b).  Yanagisawa  y  col.  (2003) 
demostraron  que  altos  niveles  de  glucosa  aumentaron  la  degradación  de  EIN3 
(ethylene insensitive 3), un regulador transcripcional clave de la cascada de señales del 
etileno. Tomando estos datos en conjunto, se podría sugerir que el tratamiento de las 
cabezas  con azúcares disminuye  la  sensibilidad del  tejido al etileno,  lo que a  su  vez 
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Durante  la  senescencia,  el  brócoli  sufre  una  importante  disminución  del 
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Figura  3.3.  Cambios  en  el  contenido  de  azúcares  totales  (Panel  a)  y  reductores  (Panel  b) 







hacia el  final del período de  incubación  las muestras tratadas con sacarosa o glucosa 
fueron  las que tuvieron niveles más altos de azúcares totales. En el caso de azúcares 
reductores,  se  detectó  una  disminución  en  los  controles  luego  de  dos  días. 
Posteriormente,  los  niveles  de  azúcares  reductores  se mantuvieron  casi  constantes 
hasta el final del almacenamiento. A diferencia de los controles, las muestras tratadas 
no mostraron dicha reducción y mantuvieron el contenido de azúcares reductores en 
valores similares a  los  iniciales durante  los cinco días de almacenamiento  (figura 3.3, 
panel b). Dado que  las muestras tratadas fueron  las que mayores niveles de azúcares 
solubles  tuvieron,  sumado  a  que  fueron  las  que mostraron mayores  contenidos  de 
clorofila, estos datos refuerzan  la  idea de que uno de  los  factores que  influyen en el 





Los  compuestos  fenólicos  son  conocidos  como  factores  importantes  en  la 
actividad antioxidante de  las plantas  (Kim y col., 2006; Oh y Rajashekar, 2009). En el 
presente trabajo se evaluó el poder antioxidante y el contenido de fenoles totales en 
las  muestras  sometidas  a  tratamientos  con  azúcares.  A  lo  largo  del  período  de 





tratar.  En  el  caso  de  los  compuestos  fenólicos,  el  patrón  de  respuesta  fue  similar 
(figura  3.4  panel  b),  indicando  la  alta  correlación  entre  estos  compuestos  y  la 
capacidad  antioxidante  del  brócoli.  Trabajos  previos  también  habían mostrado que 
aplicaciones  de  sacarosa  en  brócoli  incrementan  significativamente  el  contenido  de 
polifenoles, ácido ascórbico, glucosinolatos y aún la actividad de la enzima fenilalanina 









(Nishikawa  y  col.,  2005a). Del mismo modo,  Coupe  y  col.  (2003a)  sugirieron  que  la 
pérdida de sacarosa en brócoli y espárrago luego de la cosecha es uno de los eventos 
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Estos  resultados  corroboran  la  existencia  de  un  efecto  retardante  de  los 





como mantener niveles de  antioxidantes más  altos. Resultados  similares obtuvieron 




En  conclusión,  el  suministro  exógeno  de  azúcares  solubles  puede  imitar  la 
contribución  endógena  del  almidón  y  por  lo  tanto  retrasar  la  senescencia,  lo  cual 
podría  ocurrir  a  través  de  una  disminución  de  la  sensibilidad  al  etileno  y/o  un 
mantenimiento del nivel de antioxidantes (fenoles y ácido ascórbico) tal como ha sido 
descrito  previamente  (Nishikawa  y  col.,  2005).  Estos  resultados  concuerdan  con 
aquellos mostrados  en  el  capítulo  I,  donde  se  sugirió  que  las muestras  cosechadas 
hacia el  final del día, al  tener un mayor contenido de almidón mantienen niveles de 


















sacarosa,  un  disacárido  compuesto  por  glucosa  y  fructosa,  como  fuente  más 







se  pueden  discriminar  en  tres  tipos  de  enzimas:  vacuolares,  citosólicas  (ambas 
solubles) y   pertenecientes a  la pared celular  (insolubles)  (Tymowska‐Lalanne y Kreis, 
1998).  Las  invertasas  vacuolares  y  de  pared  celular  están  glicosiladas,  lo  que  les 
confiere mayor  estabilidad, pudiendo  ser  el  control de  su  actividad dependiente de 
mecanismos postraduccionales, vía  inhibidores de  invertasa (Rausch y Greiner, 2004). 




fructofuranosidasas  dado  que  también  hidrolizan  otros  azúcares  que  contienen  β‐
fructosa  como  la  rafinosa  y  la  estaquiosa,    mientras  que  las  invertasas  neutras  y 
alcalinas  sólo hidrolizan  sacarosa  (Sturm  y  col., 1999).  Las hexosas  resultantes de  la 
hidrólisis de  la sacarosa a su vez podrían  jugar un rol en el proceso de señalización y 
control de la expresión de los genes de la invertasa (Roitsch y col., 2000). 
Las  invertasas poseen valores de Km  inferiores a  los de  la sacarosa sintasa por 
lo que se ha sugerido  como la primer enzima responsable del catabolismo de sacarosa 
y con mayor  influencia en  las variaciones de  la relación azúcares reductores/sacarosa 
(Schaffer y  col., 1987).    Las  invertasas han  sido asociadas  también a un papel  como 
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reguladores de  la  cantidad de  sacarosa durante  la  senescencia  (Eason  y  col., 2007a; 
Coupe  y  col.,  2003a;  Hurst  y  col.,  1996; McKenzie  y  col.,  2004).  En  brócoli  se  ha 
descrito un  incremento  en  la  actividad  de  la  invertasa  ácida  soluble  durante  la 
senescencia  (Coupe y  col., 2003a). Asimismo  se detectó mayor actividad en brócolis 
almacenados en seco respecto de otros almacenados luego de una inmersión en agua 
con  azúcares  o  en  atmósfera  controlada  (Coupe  y  col.,  2003a).  En  ese  marco,  se 
detectó  un  incremento  y  acumulación  de  ARNm  de  los  genes  de  expresión  de 
invertasas  BoINV1  y  BoINV2,  el  cual  se  retrasó  en  brócolis  tratados  con  sacarosa  o 
almacenados en  condiciones de bajo  contenido de O2    y/o   alto CO2  (Rothan  y  col., 
1997; Zeng y col., 1999; Coupe y col., 2003a; Hurst y col., 1996).  
Estudios  realizados en brócoli en  los que  se  llevó a cabo el  silenciamiento de 
genes que codifican para  invertasa mostraron un menor descenso en el contenidos de 
azúcares totales y  mayor retención del color verde, reflejado por el retraso de la caída 
de  los valores de Hue (Eason y col., 2007a). En contraposición a  la  idea de  la relación 
positiva entre actividad invertasa y senescencia, Jin y col. (2009) encontraron en hojas 
de  tomate  que  silenciando  el  inhibidor  de  invertasa  de  pared  INVINH1  se  elevó  la 
actividad de dicha enzima y simultáneamente se detectó un retraso de la senescencia 
inducida por ácido abscísico. 
La  enzima  Sacarosa  Sintasa  (SS)  también  degrada  sacarosa  aunque  por  un 
mecanismo  distinto  que  la  invertasa.  Es  una  glicosiltransferasa  ubicada  en  el 
citoplasma  de  la  célula,  que  en  presencia  de  uridina  5´‐difosfato  (UDP),  hidroliza  la 
sacarosa originando UDP‐glucosa (UDPG) y fructosa (Schaffer, 1986). Fue mencionada 
además  como  la    enzima  predominante  en  el metabolismo  de  la  sacarosa  y  de  la 





Esta  enzima  se  encuentra  en  todos  los  tejidos  de  las  plantas,  aunque  se 











La  ruta de degradación de  sacarosa mediante  la  sacarosa  sintasa,  requiere  la 
mitad de  la energía necesaria que  la  ruta de  la  invertasa y podría  ser  favorecida en 
diversas condiciones (Black y col., 1987). La enzima también cataliza  la reacción en el 





En  numerosas  especies  vegetales  se  han  observado  valores  de  Km menores 





En  lo que respecta al rol de  la enzima en  la  fisiología del vegetal, se entiende 
que  para  las  células  de  la  planta  sería  un  gran  inconveniente,  incluso  fatal,  iniciar 
procesos vitales sin un  suministro de sacarosa, por  lo que deben existir mecanismos 
moleculares reguladores de la concentración de sacarosa más que la acción directa de 
ésta en el metabolismo  intermediario. A diferencia de  los animales, en  las plantas el 
suministro  translocado  de  sacarosa  no  está  finamente  regulado,  variando  en  varias 
órdenes de magnitud entre células. Dada esa situación, Black y col. (1995) postularon  
que  cada  célula de  la planta es  capaz de detectar  cuantitativamente a  la  sacarosa y 
responder a su estímulo. Debido a la variación en la actividad sacarosa sintasa según el 







que  es  mayormente  lineal,  y  amilopectina,  la  cual  es  ramificada  y  representa 
normalmente al menos un 70% del peso  seco del almidón  (Smith, 2001). La amilosa 
está  constituida  predominantemente  por  enlaces  glucosil  α‐1,4,  mientras  que  la 
amilopectina contiene ambas uniones α‐1,4 y α‐1,6, siendo estas últimas las que hacen 
que la molécula sea ramificada. Las ramificaciones de las moléculas de amilopectina se 
aglomeran  ordenadamente  y  forman  gránulos  de  almidón  semicristalinos  insolubles 
(Smith, 2001; Grennan, 2006). 
En los tejidos fotosintéticos, el almidón se acumula en forma transitoria en los 
cloroplastos durante  las horas de  luz por acción de  la fotosíntesis. Sin embargo, para 
períodos  largos,  el  almacenamiento  se  realiza  en  los  amiloplastos  en  los  tejidos  de 
reserva  (Asatsuma  y  col.,  2005).  En  horas  de  oscuridad,  el  almidón  transitorio  se 
degrada liberando unidades de glucosa y maltosa, que luego son exportadas al citosol 
para  ser  usados  tanto  de  fuente  de  energía  como  para  la  síntesis  de  sacarosa.  Los 
azúcares  derivados  de  la  fotosíntesis  son  transportados  vía  floema  a  los  órganos 
destino, donde podrá sintetizarse y almacenarse almidón de reserva.  
Aunque a  la α‐amilasa se  le ha asignado un  importante  rol en  la degradación 
del  almidón  en  endosperma  de  cereal  y  hojas  de  arroz,  actuando  tanto  sobre  los 
gránulos insolubles de almidón como el almidón soluble y rindiendo glucosa, maltosa y 
dextrinas  (Asatsuma  y  col.,  2005),  en  hojas  de  Arabidopsis  parece  no  tener  un  rol 
esencial (Yu y col., 2005). La α‐amilasa se requiere para la iniciación de la degradación 
del  almidón  durante  la  germinación  de  cereales,  pero  no  es  requerida  para  la 
degradación  normal  de  almidón  transitorio  en  hojas.  El  genoma  de  Arabidopsis 
presenta tres genes codificantes para  α‐amilasas (AtAMY1, AtAMY2, y AtAMY3). Se ha 
mostrado  que  el  almidón  es  degradado  normalmente  aun  cuando  los  tres  genes 
AtAMY  son  interrumpidos  (mutantes  knock out),  lo que  indicaría que  las  α‐amilasas 
serían prescindibles en dicho proceso (Yu y col., 2005). Por ello, se ha propuesto otro 
mecanismo para explicar  la degradación  inicial del almidón:  la fosforilación previa del 
gránulo  por  una  enzima  fosfotransferasa,  la  GWD  (glucan  water  dikinase),  lo  que 
permitiría  la  acción  de  la  β‐amilasa  sobre    las  cadenas  de  amilopectina  sin  el  paso 
89 
 













no  pueden  hidrolizar  los  enlaces  α‐1,6,  lo  cual  es  llevado  a  cabo  por  enzimas 
desramificadoras  como  las  isoamilasas  (dextrinasas  terminales).  Los 
maltooligosacáridos  lineales resultantes de  la acción de las enzimas desramificadoras, 
son  catabolizados  por  la  β‐amilasa,  probablemente  junto  con  la  enzima 
desproporcionante  (DPE1,  Lloyd  y  col.,  2005).  Los  mayores  productos  exportados 
desde  el  plástido  como  resultado  de  la  degradación  del  almidón  son  la  maltosa 
90 
 
(producida por acción de  la β‐amilasa) y glucosa (producida por  la acción de  la DPE1) 
(Grennan y col., 2006). Posteriormente, como la glucosa no puede migrar como tal de 




Tal  como  se  mencionó  previamente,  el  brócoli  es  un  producto  altamente 
perecedero  por  tratarse  de  una  inflorescencia  y  como  tal,  poseer  una  alta  tasa 
respiratoria,  sumado a la senescencia acelerada ocasionada por la cosecha. La mayoría 
de  los  tratamientos  postcosecha  tienen  como  objetivo  central  retrasar  esta 
senescencia tomando como principal parámetro de calidad  la pérdida de color verde. 
Los  dos métodos más  ampliamente  difundidos  son  refrigeración  (Pogson  y Morris, 
1997) y atmósferas modificadas (Makhlouf y col., 1989; Barth y col., 1993). También se 
ha  descrito  la  posibilidad  de  utilizar  1‐metilciclopropeno  (1‐MCP),  un  bloqueador 
selectivo de los receptores de etileno, como tratamiento postcosecha (Fan y Mattheis, 
2000).  Estos  tratamientos  disminuyen  la  síntesis  o  bloquean  la  acción  del  etileno  y 
retrasan la pérdida de clorofilas. Más recientemente se han comenzado a evaluar otros 
métodos  físicos  tales  como  tratamientos  térmicos,  radiación UV‐C  y  radiación UV‐B 
como  posibles  tratamientos  postcosecha,  tanto  individuales  (Costa  y  col.,  2006; 
Lemoine  y  col., 2007)  como  combinados  (Pan  y  col., 2004; Murray  y  col., 2007).  En 
general, estos tratamientos causan un estrés leve en el material sin provocar un daño 
irreversible, del  cual  se puede  recuperar permitiendo al  tejido mejorar  su  respuesta 
frente a nuevas situaciones de estrés tales como las que desencadenan la senescencia 
(Lurie, 1998; Lemoine y col., 2007). En brócoli, estos  tratamientos han sido efectivos 
para  retrasar  la  senescencia  causando  una  menor  degradación  de  clorofilas  y 
permitiendo  almacenar  las  muestras  por  tiempos  más  prolongados  (Costa  y  col., 
2005a; Costa y col., 2006; Aiamla‐or y col., 2010). 
Del mismo modo,  los  tratamientos con atmósferas controladas o modificadas 
reducen  sustancialmente  la  senescencia,  retrasando  la  degradación  de  clorofilas  y 
disminuyendo la actividad respiratoria (Coupe y col., 2003b).  
En el caso de  tratamientos  térmicos, se demostró que  los mismos  retrasan el 





2002,  Costa  y  col.,  2006;  Funamoto  y  col.,  2006)  y  en  la  expresión  de  los  genes 
correspondientes (Büchert y col., 2011b). Los brócolis tratados térmicamente también 
muestran una menor pérdida de sacarosa y de proteínas (Tian y col., 1997), así como 
una menor  producción  de  etileno,  debido  tanto  a  una menor  actividad  de  la  ACS 
(Antunes y Sfakiotakis, 2000) como también a menores niveles de expresión de genes 
de  síntesis de etileno  (Suzuki y col., 2005). Por otro  lado, estos  tratamientos causan 
una menor actividad respiratoria, mayor nivel de antioxidantes y menor producción de 
sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, causando a su vez una menor oxidación de 
lípidos  y  mayor  mantenimiento  de  la  integridad  de  las  membranas  (Costa  y  col., 
2005a). 
En otro orden, los tratamientos con 1‐MCP retrasan la senescencia en brócoli a 
través  de  una  inhibición  de  la  actividad  de  las  enzimas  y  expresión  de  los  genes 
involucrados en  la biosíntesis de etileno  (Ma y col., 2009), debido a que se  inhibe  la 
precepción.  Asimismo,  estos  tratamientos  reducen  el  amarilleamiento  (Able  y  col., 
























cosecha,  la  cosecha  interrumpe  el  flujo  de  nutrientes  deviniendo  rápidamente  la 
senescencia y disminuyendo los niveles de azúcares simples.  
La  fisiología  postcosecha  normal  del  brócoli  se  caracteriza  por  una  rápida 
pérdida de sacarosa (Downs y col., 1997; Tian y col., 1997; McKenzie y col., 2004). Se 
ha propuesto  que ello podría a su vez incrementar la expresión de genes asociados a 
la  senescencia,  como  los  de  ACC  oxidasas,  β‐galactosidasas  y  asparagina  sintetasas 
(Downs y col., 1997). 
En el presente  trabajo  se midieron  los azúcares mediante HPLC y  se observó 
una  disminución  de  su  contenido  durante  el  período  postcosecha  en  todas  las 
muestras. Al día inicial no se detectaron diferencias en el contenido de azúcares entre 
las muestras  cosechadas  a  diferentes  horas,  aunque  sí  durante  el  almacenamiento, 





















con  un máximo  de  actividad  hacia  el mediodía  y  disminuyendo  hasta  el  final  de  la 
noche. Es posible que durante  las horas de oscuridad, al haber menor contenido de 
sacarosa  debido  a  la  imposibilidad  de  continuar  con  la  fotosíntesis,  haya  mayor 




interno  de  sacarosa mediante  aplicación  externa,  no  ocurriendo  lo mismo  con  las 
muestras en oscuridad a las cuales no se les proveyó de sacarosa. Aunque los cambios 




parecieran  requerir  de mecanismos  adicionales  a  los  de  la  represión  transcripcional 
(Rausch  y Greiner,  2004). No  obtuvieron  similar  resultado  Slack  (1964)  y  Kim  y  col. 
(2000),  quienes  encontraron  un  máximo  de  actividad  invertasa  hacia  el  inicio  del 
período de luz y un mínimo hacia el final del mismo. 
En  todos  los  casos  del  presente  ensayo  se  observó  una  disminución  de  la 
actividad desde  la  cosecha hasta el quinto día postcosecha. Una alta actividad de  la 
enzima en todas  las muestras  luego de  la cosecha puede ser consecuencia del estrés 
provocado por el corte, lo cual lleva a una alta demanda de hexosas para cumplir con 
los requerimientos de energía y carbono necesarios para una adecuada respuesta. Un 
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Figura  4.3.  Actividad  invertasa  (a),  Sacarosa  Sintasa  (b)  y  β‐amilasa  (c)  durante  el 






En  el  caso  de  sacarosa  sintasa,  además  de  su  potencial  rol  en  la  carga  del 
floema,  el  clivaje  de  la  sacarosa  catalizado  por  la  sacarosa  sintasa  provee  de UDP‐
glucosa el  cual puede  ser utilizado en  las vías de biosíntesis    tanto de pared  celular 
como de almidón en órganos destino  (Doehlert y Kuo, 1990; Hendrix 1990; Martin y 
col., 1993; Wang y col., 1993; Muñoz y col., 2005). El hecho de que estén asociados la 
actividad  sacarosa  sintasa  y  la  síntesis  de  almidón,  y  luego  de  haber  encontrado 
mayores niveles de   almidón en  los materiales de  las 18h  (ver capítulo  I), ello podría 
explicar en parte la mayor actividad de la sacarosa sintasa en dichos materiales hacia el 
día de la cosecha (D0) (figura 4.3 b).  
Si  bien  al  día  inicial  hubo  diferencias  en  la  actividad  entre  las  muestras 
cosechadas a diferentes horas, durante el almacenamiento se observó un descenso de 
la actividad en  todas  las muestras, esperable dada  la disminución en  las  reservas de 
fotoasimilados. A pesar de que  las muestras de  las 18 h presentaron mayores niveles 
de sacarosa hasta el día 4 y de almidón hasta el día 2 (luego del cual ya no se detectó), 






Durante  el  día,  el  almidón  se  sintetiza  en  los  cloroplastos  mediante  la 
fotosíntesis  y  se  degrada  durante  el  subsecuente  período  nocturno,  proveyendo  un 
continuo  suministro  de  azúcares  para  sostener  el  metabolismo  foliar  y  además 
exportar a  los órganos destino durante ese período  (Zeeman y  col., 2007). Entre  las 
enzimas  involucradas en el proceso,  la  β‐amilasa posee un papel clave  (Orzechowski 
2008).  En el presente ensayo,  se observó que  la  actividad  β‐amilasa en el día de  la 
cosecha  fue mayor en  las muestras cosechadas a  las 18 h. Estas muestras  fueron  las 
que más tiempo estuvieron expuestas a la luz, condición que les resultó favorable para 
acumular  una  mayor  cantidad  de  fotoasimilados  respecto  de  los  materiales 
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cosechados  a  la  mañana  temprano,  dato  reflejado  en  los  mayores  contenidos  de 
almidón en los materiales de las 18 h (ver capítulo I).  
Numerosos trabajos dan cuenta de  la  importancia de  la presencia de mayores 
cantidades  de  almidón  y  sacarosa  para  aumentar  la  expresión  y  la  actividad  de  la 
enzima β‐amilasa en diferentes órganos de la planta, y en diferentes especies (Sharma 
y  Shopfer  1987;    Nakamura  y  col.,  1991;  Mita  y  Col.,  1995),  estando  además  la 
degradación del almidón regulada por el ritmo circadiano (Lu y col., 2005). 
Durante  los  subsiguientes  días  de  almacenamiento  se  detectó  un  paulatino 
descenso en  la actividad β‐amilasa en todas  las muestras cosechadas a  las diferentes 
horas, pudiendo  estar ello  relacionado  al pronunciado descenso  en el  contenido de 
almidón observado en dichas muestras. Sin embargo, hacia el día 4 se notó una mayor 










Luego  de  la  cosecha,  se  realizaron  tres  tipos  de  tratamientos:  atmósferas 
modificadas (AM), tratamiento térmico (TT) y tratamiento con 1‐metilciclopropeno (1‐
MCP). Posteriormente,  las muestras  se almacenaron a 20  °C durante 4 días, período 
durante  el  cual  se midió  el  color  superficial  para  evaluar  la  efectividad  de  dichos 
tratamientos.  Las  muestras  utilizadas  como  controles  se  deterioraron  más 
rápidamente, comenzando a perder el color verde  (dato reflejado en una disminución 




más  eficacia  en  el  mantenimiento  de  las  cualidades  visuales  del  brócoli,  cuyas 
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muestras  exhibieron  alta  coloración  verde  hacia  el  final  del  período  de 
almacenamiento  y  un  retraso  significativo  en  el  amarilleamiento  (tabla  4.1).  Estas 
muestras  presentaron  además  una  mayor  turgencia  en  los  tejidos  (datos  no 
mostrados).  
El  tratamiento  térmico  retrasa  el  amarilleamiento  probablemente  por  una 
disminución  de  la  actividad  de  enzimas  involucradas  en  la  degradación  de  clorofila, 
tales  como  peroxidasa  (Tian  y  col.,  1997;  Funamoto  y  col.,  2002;  Funamoto  y  col., 
2003; Costa y col., 2006), clorofilasa (Funamoto y col., 2002) y  Mg‐dequelatasa (Costa 
y  col., 2006),  así  como  la expresión de  genes de  feofitinasa  (Büchert  y  col., 2011b). 
Asimismo, estos tratamientos disminuyen  la actividad de  las enzimas  involucradas en 
la producción de etileno, cuyo rol es también determinante en el amarilleamiento del 
brócoli (Tian y col., 1997).  
En  el  presente  trabajo,  las muestras  tratadas  térmicamente  se mantuvieron 














Las  muestras  tratadas  con  1‐MCP  mostraron  un  ritmo  de  amarilleamiento 
similar  a  las muestras  tratadas  térmicamente, manteniéndose más  verdes  que  los 
controles  al  día  4  de  almacenamiento  (tabla  4.1).  Si  bien  hacia  el  quinto  día  de 
almacenamiento  mostraron  valores  de  L*  más  altos  que  los  tratamientos  con 
atmósfera modificada, los materiales tratados con 1‐MCP iniciaron el amarilleamiento 
recién hacia el tercer día y a un ritmo menor que los controles. Como en el caso de los 
tratamientos  térmicos,  el  1‐MCP  provoca  una  menor  actividad  de  enzimas 





Se  analizó  el  contenido  de  azúcares mediante  HPLC  como  se mencionó  en 
materiales y métodos, en el día inicial, día 2 y día 4 postcosecha. Como en otros casos 
citados (King y Morris, 1994; Downs y col., 1997; Coupe y col., 2003; Pramanik y col., 




como  para  su  utilización  en  la  respiración  de  las  flores  (King  y Morris,  1994).  Los 
materiales sometidos al almacenamiento en AM, tratamiento térmico y a aplicación de 
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Figura  4.4.  Contenido  de  azúcares  solubles  (fructosa,  glucosa  y  sacarosa)  en  las muestras 
sometidas a diferentes  tratamientos postcosecha: controles  (C), atmósfera modificada  (AM), 
tratamiento térmico (TT) y 1‐metilciclopropeno (1‐MCP). 
 
Las  muestras  almacenadas  en  AM  sufrieron  menores  pérdidas  de  azúcares 
respecto  de  los  controles  y  las muestras  tratadas  térmicamente  hacia  el  día  2  del 




de  etileno,  lo  que  influye  finalmente  en  el menor  ritmo  de  pérdida  de  azúcares  en 
estos materiales  (Chope  y  col.,  2007;  Itai  y  Tanahashi,  2008).  Las muestras  tratadas 
térmicamente mostraron valores de glucosa y fructosa similares a los controles hacia el 
día 2, pero un valor más alto de sacarosa. Hacia el día 4, estas muestras presentaron 
similares diferencias  respecto de  los controles al día 2, aunque estos niveles    fueron 






la  senescencia,  asociada  dicha  disminución  a  un  aumento  de  la  actividad  invertasa 
(Coupe y col., 2003a). En el caso de las muestras que no recibieron ningún tratamiento, 





Se  midieron  las  actividades  enzimáticas  de  invertasa,  sacarosa  sintasa  y  β‐
amilasa  de  las muestras  sometidas  a  los  diferentes  tratamientos  desde  el  día  de  la 
cosecha hasta el día 4, tomándose como valor de referencia  al correspondiente al día 
de la cosecha. 
La  actividad  invertasa  de  todas  las  muestras  disminuyó  durante  el 
almacenamiento a 20 °C, siendo  los controles  los que mantuvieron una actividad más 
alta  que  el  resto  y  sostenida  en  el  tiempo.  Hacia  el  día  2,  se  detectó  una menor 




BoINV2,  manteniéndose  además  más  verdes  que  los  controles  durante  el 
almacenamiento.  Los  brócolis  almacenados  en  atmósferas  reducidas  en  O2  y  con 
mayor  proporción  de  CO2  sufren  menores  pérdidas  de  agua,  azúcares  solubles  y 
clorofilas  que  aquellos  materiales  almacenados  en  aire  (Eason  y  col.,  2007b).  La 
demanda  de  hexosas  en  tejidos  sometidos  a  algún  tipo  de  estrés  puede  causar  un 
aumento de  la actividad  invertasa  (Sturn y Chrispeels, 1990). En este caso, cuando  la 
demanda  de  hexosas  (y  por  lo  tanto  la  hidrólisis  de  sacarosa)  se  redujo  debido  al 
efecto  de  la  atmósfera  modificada,  la  actividad  invertasa  se  mantuvo  en  niveles 
inferiores respecto de los materiales almacenados en aire y sin tratamientos (figura 4.5 
a). 






Las  muestras  tratadas  con  1‐MCP  mostraron  valores  de  actividad  invertasa 
similares a los respectivos controles durante el almacenamiento (figura 4.5 a). En Pyrus 
pyrifolia    y  Solanum  lycopersicum    se  ha  descrito  que  el  etileno  tendría  un  efecto 
positivo  sobre  la  expresión  y  actividad    de  invertasa  (Jeffery  y  col.,  1984;  Itai  y 
Tanahashi,  2008).  En  el  presente  ensayo,  sin  embargo,  hubiera  sido  esperable  una 










mayor  expresión  de  genes  de  la  enzima  sacarosa  sintasa  (Zeng  y  col.,  1999; 
Geingenberger 2003; Loreti y col., 2005), la actividad de la enzima hacia el día 2 y el día 
4 en las muestras sometidas a AM fue menor que en los controles, aunque similar a las 
muestras  tratadas  con  1‐MCP  y  mayor  respecto  de  las  muestras  sometidas  a 
tratamiento  térmico.  La  menor  actividad  detectada  en  las  muestras  tratadas 
térmicamente  probablemente  se  debió  a  la  influencia  de  este  tratamiento  en  la 
depresión del metabolismo enzimático (Wang y col., 1993). 









                




















































































































que  conduce a una disminución en el  contenido de azúcares  simples y almidón.  Los 








almacenadas en atmósferas modificadas,  los niveles de  sacarosa  resultaron mayores 
en estas últimas.  
Si  bien  las  muestras  tratadas  con  1‐MCP  mostraron  niveles  de  azúcares 
mayores  que  los  controles  y  similares  a  aquellas  muestras  tratadas  con  AM,  las 
actividades enzimáticas sacarolíticas fueron prácticamente iguales a las detectadas en 
los controles. Por tal razón,  la causa del mantenimiento de  los niveles de azúcares en 
las muestras  tratadas  con  1‐MCP  es  probablemente  debido  a  la mayor  actividad  β‐
amilasa observada, la cual pudo ser la fuente de azúcares como la glucosa. 

















y  con  una  importante  demanda  de  hidratos  de  carbono,  otros  nutrientes,  agua  y 
hormonas necesarios para el metabolismo de crecimiento y de mantenimiento. Dado 
que  el  corte  produce  una  interrupción  de  estos  suministros,  se  puede  tornar 
importante el nivel de azúcares del producto en el momento de la cosecha. 
Para  corroborar  la  incidencia  del  estatus  de  hidratos  de  carbono  de  la 
inflorescencia  sobre  el  desarrollo  de  la  senescencia,  en  el  presente  trabajo  de  tesis 
doctoral se estudió el efecto del momento de  la cosecha en diferentes horas del día 
sobre  el  desarrollo  de  la  senescencia  postcosecha  en  general  y  sobre  el  nivel  de 
hidratos de carbono y enzimas involucradas al catabolismo de los mismos. Asimismo se 
analizó el efecto de aplicaciones exógenas de azúcares para corroborar  su efecto en 







a  distintas  horas mostraron  niveles  similares  de  azúcares  solubles,  el  contenido  de 




muestras de  las 18 h  casi  triplicaron al de  las muestras  cosechadas a  la mañana.  La 
actividad  enzimática  relacionada  al  catabolismo  de  azúcares  fue  superior  en  las 
muestras cosechadas a  las 18 h aunque sólo al día  inicial, siendo similar en todas  las 
muestras  durante  los  siguientes  días  de  almacenamiento.  Si  bien  el  contenido  de 
sacarosa al día de la cosecha no fue significativamente superior en las muestras de las 
13 y las 18 h, una mayor actividad invertasa en estas muestras podría deberse al mayor 








transitorio  para  la  provisión  continua  de  hidratos  de  carbono  en  períodos  de  baja 
intensidad  lumínica (como el caso del momento de cosecha a  las 18 h) o ausencia de 
luz, la actividad β‐amilasa fue también superior en las muestras cosechadas a las 18 h. 
Asimismo,  se  pudo  ver  que  la  cosecha  hacia  el  final  del  día  favoreció  el 
mantenimiento  del  color  verde  por más  tiempo,  debido  a  una mayor  retención  de 
clorofilas.  Las  enzimas  clorofilasa  2  (CHL2),  feofórbido  a  oxigenasa  (PaO)  y  la 








postcosecha  del  brócoli  realizando  aplicaciones  durante  la  postcosecha.  Se  detectó 
que las muestras que fueron sometidas a tratamientos exógenos de glucosa y sacarosa 
mostraron  durante  el  período  postcosecha  un  mantenimiento  más  alto  del  nivel 
endógeno de azúcares respecto de las muestras no tratadas, visualizándose además un 
retraso  en  el  amarilleamiento,  relacionado  a  una menor  degradación  de  clorofila,  y 
mayores niveles de antioxidantes. 
Se  buscó  además  correlacionar  los  cambios  en  los  niveles  de  azúcares  y  de 
actividades  enzimáticas  en muestras  sometidas  a  tratamientos  que  desaceleran  el 




los  tratamientos AM,  TT  y  1‐MCP.  En  lo  que  respecta  a  la  actividad  de  las  enzimas 
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relacionadas al catabolismo de  sacarosa,  la menor actividad medida en  las muestras 




de  factores, en el presente trabajo se pudo comprobar  la  importancia que cumple  la 
existencia  de  un  nivel  elevado  de  hidratos  de  carbono  durante  la  senescencia, 
principalmente por  su efecto en el  retraso de  la degradación de clorofilas, un  factor 
determinante en la calidad del producto en postcosecha. 
Finalmente, se pueden realizar algunas consideraciones en relación a la posible 

























Able  AJ, Wong  LS,  Prasad  A, O´Hare  TJ,    2002.  1‐MCP  is more  effective  on  a  floral 
brassica  (Brassica  oleracea  var.  italica  L.)  than  a  leafy  brassica  (Brassica  rapa  var. 
chinensis). Postharvest Biology and Technology 26: 147–155 
Aharoni N, Philosoph‐Hadas S y Barkai‐Golan R, 1985. Modified atmospheres to delay 





on  chlorophyll  degradation  and  chlorophyll‐degrading  enzyme  activities  in  stored 
broccoli (Brassica oleracea L. Italica Group) florets. Food Chemistry 120: 645‐651  
Al‐Ati  T, Hotchkiss  JH,  2003.  The  role  of  packaging  film  permselectivity  in modified 
atmosphere packaging. Journal of Agricultural Food Chemistry, 51: 4133–4138 





































Beers  EP, Woffenden  BJ,  Zhao  CS,  2000.  Plant  proteolytic  enzymes:  possible  roles 
during programmed cell death. Plant Molecular Biology, 44: 399–415  
Benedetti  CE,  y  Arruda  P,  2002.  Altering  the  expression  of  the  chlorophyllase  gene 





























modified  atmosphere  treatments  on  expression  of  chlorophyll  degrading  genes  in 
postharvest broccoli (Brassica oleracea L.) florets. Scientia Horticulturae, 127: 214–219  
 
Büchert  AM,  Civello  PM,  Martínez  GA,  2011c.  Characterization  of  Mg‐dechelating 
substance  in  senescent  and  pre‐senescent  Arabidopsis  thaliana  leaves.  Biologia 
Plantarum, 55: 75‐82 
 





Buchanan‐Wollaston V, Earl  S, Harrison E, Mathas E, Navabdour  S, Page T  y Pink D. 











Cheikh  N,  Jones  RJ,  1995.  Heat  stress  effects  on  sink  activity  of  developing maize 
kernels grown in vitro. Physiologia Plantarum, 95: 59‐66 
 
Chen  L‐F  O,  Lin  C‐H,  Kelkar  SM,  Chang  Y‐M,  Shaw  J‐F,    2008.  Transgenic  broccoli 
(Brassica  oleracea  var.  italica)  with  antisense  chlorophyllase  (BoCLH1)  delays 
postharvest yellowing. Plant Science, 174: 25–31  
 

















Costa  ML,  Civello  PM,  Chaves  AR,  Martínez  GA,  2002.  Characterization  of  Mg‐




senescence  and  quality  parameters  of  harvested  broccoli  (Brassica  oleracea  L.  var 
italica) heads. Journal of the Science and Food Agriculture, 85: 1154‐1160 
 
Costa ML,  Civello  PM,  Chaves  AR, Martínez  GA,  2005b.  Effect  of  ethephon  and  6‐

































Eason  JR, Vre  L,  Somerfield  S, Heyes  JA, 1997 Physiological  changes associated with 












Eason  JR, Ryan D, Page B, Watson  L, Coupe  SA, 2007b. Harvested broccoli  (Brassica 
oleracea)  responds  to  high  carbon  dioxide  and  low  oxygen  atmosphere  by  inducing 
stress‐response genes. Postharvest Biology and Technology, 43: 358‐365 
 






effects  on  glucosinolate  content  and  chemoprotective  potency  of  broccoli.  Plant 
Breeding, 123: 60‐65  
 
Ferguson  IB, Ben‐Yehoshua  S, Mitcham  EJ, McDonald RE,  Lurie  S, 2000. Postharvest 





Fujiki  Y,  Yoshikawa  Y,  Sato  T,  Inada  N,  Ito M,  Nishida  I, Watanabe  A,  2001.  Dark‐




chlorophyll  degrading  enzymes  in  stored  broccoli  (Brassica  oleracea  L.).  Postharvest 
Biology and Technology, 24: 163‐170 
 
Funamoto Y, Yamauchi N, Shigyo M, 2003.  Involvement of peroxidase  in  chlorophyll 















Gapper NE, Coupe  SA, McKenzie MJ,  Scott RW, MC Christey,  Lill RE, McManus MT, 
Jameson  PE,  2005b.  Senescence  down‐regulation  of  1‐aminocyclopropane‐1‐
carboxylate  (ACC) oxidase delays harvest‐induced  senescence  in broccoli.  Functional 
Plant Biology, 32: 891‐901 
 
García‐Plazaola  JI,  Beceril  JM,  1999.  Diurnal  changes  in  antioxidant  and  carotenoid 













Graham  IA,  Denby  KJ,  Leaver  CJ,  1994.  Carbon  catabolite  repression  regulates 
glyoxylate cycle gene expression in cucumber. Plant Cell, 6: 761‐772 
 
Graham  IA y Eastmond PJ, 2002. Pathways of  straight and branched chain  fatty acid 
catabolism in higher plants. Progress in Lipid Research, 41: 156‐181 








health‐promoting  compounds  and  the  activity  of  metabolic  enzymes  in  broccoli 
sprouts. Scientia Horticulturae, 128: 159–165 
 
Hayes  JD, Kelleher MO, Eggleston  IM, 2008. The  cancer  chemopreventive actions of 
phytochemicals derived from glucosinolates. European Journal of Nutrition, 47: 73‐88 
Hendrix  DL,  1990.  Carbohydrates  and  carbohydrate  enzymes  in  developing  cotton 
ovules. Physiologia Plantarum, 78: 85‐92 
 
Hensel  LL,  Grbic  V,  Baumgarten  DA  y  Bleecker  AB,  1993.  Developmental  and  age‐
related  processes  that  influence  the  longevity  and  senescence  of  photosynthetic 
tissues in Arabidopsis. Plant Cell, 5: 553‐564 
 
Higgins  JD,  Newbury  HJ,  Barbara  DJ, Muthumeenakshi  S,  Puddephat  IJ,  2006.  The 

























Treatment  with  Glucose,  Isothiazolinonic  Germicide,  Citric  Acid  and  Aluminum 
Sulphate Solution. Japan Agricultural Research Quarterly, 40: 263‐269 
 
Imanishi  H,  Halevy  AH,  Kofranek  AM,  Han  S,  Reid  MS,  1994.  Respiratory  and 


































Jones ML,  en  Plant  Cell  Death  Processes,  Capítulo  4:  Changes  in  Gene  Expression 
during Senescence. Editor: Larry D. Noodén ISBN: 978‐0‐12‐520915‐1. El Sevier, 2004 
 
Jones  RB,  Faragher  JD, Winkler  S,  2006.  A  review  of  the  influence  of  postharvest 





Kim  JY, Mahé  A,  Brangeon  J,  Prioul  JL,  2000.  A Maize  Vacuolar  Invertase,  IVR2,  Is 





























micropropagated  broccoli  plantlets  stored  under  different  light  environments. 
Postharvest Biology and Technology, 12: 165‐173  
 
Kumar N,  Srivastava GC, Dixit K, 2008. Hormonal  regulation of  flower  senescence  in 
roses (Rosa hybrida L.). Plant Growth Regulation, 55:65‐71 
 
Kushad MM, Brown AF, Kurilich AC,  Juvik  JA, Klein BP, Wallig MA,  Jeffery EH, 1999. 





Lange  DD  y  Cameron  AC,  1994.  Postharvest  shelf  life  of  sweet  basil  (Ocimum 
basilicum). HortScience, 29: 102‐103 
Latté  KP, Appel  K‐E,  Lampen A,  2011.  Review: Health  benefits  and  possible  risks  of 
broccoli – An overview. Food and Chemical Toxicology, 49: 3287‐3309 
 
Lee  H‐S,  Sturm  A,  1996.  Purification  and  Characterization  of  Neutral  and  Alkaline 
Invertase from Carrot. Plant Physiology, 112: 1513‐1522 
 








in  the  synthesis  of  aliphatic  glucosinolates  in  Brassica  oleracea.  Journal  of  The 
American Society for Horticultural Science, 126: 427‐431 





Linthorst HJ, Van Der Does C, Brederode  FT, Bol  JF,  1993. Circadian  expression  and 















Lu  Y,  Gehan  JP,  Sharkey  TD,  2005.  Daylength  and  Circadian  Effects  on  Starch 
Degradation and Maltose Metabolism. Plant Physiology, 138: 2280‐2291 
 
Lurie  S,  1998.  Review:  Postharvest  heat  treatments.  Postharvest  Biology  and 
Technology, 14: 257‐269  
 
Ma  G, Wang  R, Wang  C‐R,  Kato M,  Yamawaki  K, Qin  F,  Xu  H‐L,  2009.  Effect  of  1‐












sucrose  synthase  gene  indicates  a  role  in  metabolization  of  sucrose  both  during 
phloem loading and in sink organs. The plant Journal 4: 367‐377 
 











McKenzie  MJ,  Greer  LA,  Heyes  JA,  Hurst  PL,  2004.  Sugar  metabolism  and 
compartmentation  in  asparagus  and  broccoli  during  controlled  atmosphere  storage. 
Postharvest Biology and Technology, 32: 45‐56 
 
Miller  GL,  1959.  Use  of  dinitrosalicylic  acid  reagent  for  determination  of  reducing 
sugar. Analytical Chemistry, 31: 426‐428 
 
Mita  S,  Suzuki‐ujii  K, Nakamura  K  ,  1995.    Sugar‐inducible  expression  of  a  gene  for 
beta‐amylase in Arabidopsis thaliana. Plant Physiology, 107: 895‐904 
 
Muñoz  FJ,  Baroja‐Fernández  E, Morán‐Zorzano MT,  Viale  AM,  Etxeberria  E,  Alonso‐
Casajús N, Pozueta‐Romero J, 2005. Sucrose Synthase Controls Both  Intracellular ADP 
Glucose  Levels  and  Transitory  Starch  Biosynthesis  in  Source  Leaves.  Plant  Cell 
Physiology, 46: 1366‐1376  
 
Murray  R,  Lucangeli  C,  Polenta  G,  Budde  C,  2007.  Combined  pre‐storage  heat 
treatment  and  controlled  atmosphere  storage  reduced  internal  breakdown  of 
‘Flavorcrest’ peach. Postharvest Biology and Technology, 44: 116‐121 
 
Nägele  T,  Henkel  S,  Hörmiller  I,  Sauter  T,  Sawodny  O,  Ederer  M,  Heyer  A,  2010. 
Mathematical  Modeling  of  the  Central  Carbohydrate  Metabolism  in  Arabidopsis 










2003.  Expression  of  senescence‐enhanced  genes  in  response  to  oxidative  stress. 
Journal of Experimental Botany, 54: 2285‐2292 
 
Nelson  N,  1944.  A  photometric  adaptation  of  the  Somogyi  method  for  the 
determination of glucose. Journal of the Biological Chemistry, 153: 375‐380 
 









on  ethylene  synthesis  and  responsiveness  in  harvested  broccoli  florets.  Postharvest 
Biology and Technology, 36: 157‐165 
 
Noctor G,  Foyer CH,  1998. Ascorbate  and  glutathione:  keeping  active  oxygen  under 
control. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 49: 249‐279 
 






















Paull RE, Chen NJ, 2000. Heat  treatment and  fruit  ripening. Postharvest Biology and 
Technology , 21: 21‐37  
Pogson  BJ,  Downs  CG  y  Davies  KM,  1995.  Differential  expression  of  two  1‐







Pourtau  N,  Jennings  R,  Pelze  E,  Palla  J,  Wingler  A,  2006.  Effect  of  sugar‐induced 
senescence  on  gene  expression  and  implications  for  the  regulation  of  senescence 
in Arabidopsis. Planta 224: 556‐568 
 






Price  J,  Laxmi A, St. Martin SK,  Jang  J‐C, 2004. Global Transcription Profiling Reveals 
Multiple  Sugar  Signal  Transduction Mechanisms  in  Arabidopsis.  The  Plant  Cell,  16: 
2128‐2150 
 






postharvest  ethylene  responsiveness  in  portulaca  (Portulaca  grandiflora  ‘Yubi  Deep 
Rose’) unrooted cuttings. Postharvest Biology and Technology, 44: 293‐299 
 





















function  of  extracellular  invertase  from  higher  plants  in  relation  to  assimilate 
partitioning,  stress  responses  and  sugar  signalling. Australian  Journal  of  Plant 
Physiology, 27: 815‐825 
 
Rojas‐Graü MA,  Oms‐Oliu  G,  Soliva‐Fortuny  R, Martín‐Belloso  O,  2009.  The  use  of 










gene  expression  in  tomato  fruit  subjected  to  a  high  CO2  concentration.  Plant 
Physiology, 114: 255‐263 
 
Salisbury  FB,  Ross  CW,  2000.  Fisiología  de  las  plantas.  Lípidos  y  otros  productos 
naturales, págs. 471‐497. Editorial Paraninfo‐Thompson Learning, Madrid, España 
 
Schaffer A,  Sagee O, Goldschmidt E, Goren R, 1987.  Invertase  and  sucrose  synthase 





















Singh MB,  Knox  RB,  1984.  Invertases  of  Lilium  Pollen.  Characterization  and  activity 
during in vitro germination. Plant Physiology, 74: 510‐515 
 
Slack  CR,  1964.  The  physiology  of  sugar‐cane. Diurnal  fluctuations  in  the  activity  of 









del  híbrido  y  del  uso  de manta  térmica  y mulch  plástico  sobre  el  rendimiento  y  la 
calidad de la pella de brócoli (Brassica oleracea L. Var. italica Plenk) cultivado a campo 


























Thomas  H,  Donnison  I,  2000.  Back  from  the  brink:  plant  senescence  and  its 
reversibility.  En:  Bryant  J,  Garland  JM,  Hughes  SG,  eds.  Programmed  cell  death  in 
animals and plants. Oxford, UK: Bios, Oxford. 149‐162 
 
Thomas  H,  Stoddart  L.  1975.  Separation  of  chlorophyll  degradation  form  other 







Tian MS, Downs  CG,  Lill  RE,  King GA,  1994. A  role  for  ethylene  in  the  yellowing  of 
broccoli. Journal of the American Society for the Horticultural Sciences, 119: 276‐281 
 









Cloning  of  chlorophyllase,  the  key  enzyme  in  chlorophyll  degradation:  Finding  of  a 
lipase  motif  and  the  induction  by  methyl  jasmonate.  Proceedings  of  the  National 
Academy of Science of the USA, 96: 15362‐15367 
 
Türk R, Özkurt AS,  1994.  The  storage of  some  stone  fruits  in modified  atmosphere. 
Acta Horticulturae. International Society for Horticultural Science, 368: 850‐855 






Van  den  Ende W, Valluru  R,  2009.  Sucrose,  sucrosyl  oligosaccharides,  and  oxidative 
stress: scavenging and salvaging? Journal of Experimental Botany, 60: 9‐18 
 





Verlinden  S,  Garcia  JJ,  2004.  Sucrose  loading  decreases  ethylene  responsiveness  in 















Weise  SE, Weber  APM,  Sharkey  TD,  2004.   Maltose  is  the  major  form  of  carbon 
exported from the chloroplast at night. Planta, 218: 474‐482  
 






Wüthrich  KL,  Bovet  L, Hunziker  PE, Donninson  IS, Hörtensteiner  S,  2000. Molecular 
cloning,  functional  expression  and  characterisation  of  RCC  reductase  involved  in 
chlorophyll catabolism. The Plant Journal, 21: 189‐198 
 










Amylase  Is Not  Required  for  Breakdown  of  Transitory  Starch  in  Arabidopsis Leaves. 
 The Journal of Biological Chemistry, 280: 9773‐9779 
 
Yuan G,  Sun B,  Yuan  J, Wang Q, 2010.  Effect of 1‐methylcyclopropene on  shelf  life, 




stress  increases  cytokinin  biosynthesis  and  delays  postharvest  yellowing  of  broccoli 
florets. Postharvest Biology and Technology, 49: 436‐439 
Zavaleta‐Mancera HA, Thomas BJ, Thomas H, Scott IM, 1999. Regreening of senescent 
Nicotiana  leaves;  II. Rediferentiation of plastids.  Journal of Experimental Botany, 50: 
1683‐1689 
 
Zeeman  SC,  Smith  SM,  Smith  AM,  2007.  The  diurnal  metabolism  of  leaf  starch. 
Biochemical Journal, 401: 13‐28 
 















in harvested Chinese  flowering cabbage  (Brassica  rapa var. parachinensis). Journal of 
Plant Physiology, 168: 2081‐2087 
 
Zimermann  P,  Zentgraf  U,  2005.  The  correlation  between  oxidative  stress  and  leaf 
senescence during plant development. Cellular & Molecular Biology Letters, 10: 515‐ 
534 
 
 
 
